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Zusammenfassung
Zusammenfassung
Das hepatozelluläre Karzinom (HCC) ist der häufigste primäre maligne Tumor der Leber; es 
geht  mit  einer  sehr  schlechten  Prognose  einher.  Neben  der  Dysregulation  von 
Syntheseprozessen stellt  auch der alterierte proteasomale  Abbau von Proteinen durch 
Ubiquitin-Ligasen einen potentiellen protumorigenen Mechanismus dar.  Der wichtigste 
Prozess  zur  Degradation  von  Zielstrukturen  in  eukaryontischen  Zellen  ist  die 
Ubiquitin-26S-Proteasom-vermittelte Degradation durch die mehr als 80% aller zellulären 
Proteine spezifisch und energie-abhängig abgebaut werden. Für die E3-Ubiquitin-Ligasen 
seven  in  absentia  homologue  (SIAH)-1  und SIAH-2  wird  der  durch  Polyubiquitylierung 
vermittelte Abbau verschiedener funktioneller und struktureller Klassen von Proteinen, 
wie  β-Catenin  und  Synaptophysin,  bewirkt.  In  unabhängigen  Studien  konnte  eine 
Reduktion SIAH-1 Expression in HCCs nachgewiesen werden, was einen Einfluss auf die 
Bioverfügbarkeit  dieser  Bindepartner  im  Rahmen  der  Lebertumorentstehung  oder 
Progression vermuten lässt. Ziel dieser Studie war daher die vergleichende Analyse von 
SIAH-1  und  SIAH-2  hinsichtlich  Expression  und  Funktion  in  der  humanen 
Hepatokarzinogenese.
In einem HCC Kollektiv wurde für SIAH-1 eine Reduktion der Expression bestätigt, wohin-
gegen keine signifikante Expressionsänderung für SIAH-2 detektiert wurde. Während in 
Hepatozyten eine zytoplasmatische Expression für beide E3-Ligasen nachgewiesen wurde, 
war eine  signifikante und progressive  nukleäre  Akkumulation in  Vorläuferläsionen und 
HCC Zellen zu beobachten. In HCC-Zelllinien führte die Inhibierung beider Ubiquitin-Liga-
sen zu einer Reduktion der Tumorzellproliferation und Migration, als auch zu einer Induk-
tion von Apoptose. Die gleichzeitige Inhibierung beider Ligasen verstärkte die beobachte-
ten biologischen Effekte nur geringfügig, was für nicht redundante Effekte beider Ligasen 
spricht. Eine Inhibierung der Ubiquitin-Ligasen führte darüber hinaus zu einer signifikan-
ten Sensibilisierung der HCC Zellen gegenüber der Behandlung mit solchen Chemothera-
peutika, welche sowohl die Stabilität des Mikrotubulusnetzwerkes verändern als auch in 
DNA interkalieren.  Im Gegensatz zu bereits  beschriebenen  in vitro-Modellen konnte in 
den HCC Zelllinien keine Regulation von SIAH-1 durch das Tumorsuppressorgen p53 nach-
gewiesen werden. Überraschenderweise induzierte die Inhibierung von SIAH-1 und SIAH-2 
in HCC Zellen nicht die Bioverfügbarkeit von bekannten Bindungspartnern (z.B. T-Star und 
β-Catenin), sondern führte zu einer verringerten Expression von  far upstream sequence  
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element (FUSE)  binding protein (FBP)-Familienmitgliedern,  welche zentrale  Mediatoren 
der Tumorzellproliferation und Migration darstellen.
Zusammenfassend  demonstrieren  diese  Daten,  dass  das  protumorigene  Potential  von 
SIAH-1 und SIAH-2 nicht durch eine veränderte (reduzierte) Expression, sondern durch nu-
kleäre Akkumulation und durch die Aktivierung distinkter molekulare Mechanismen ver-
mittelt wird. Aufgrund der Tumorzell-assoziierten nukleären Expression unterscheidet sich 
die Funktion von SIAH-1 und SIAH-2 als auch die molekularen Effektormechanismen in 
HCC Zellen deutlich von anderen Zelltypen. Darüber hinaus stellt die Inhibierung der sub-
zellulären Translokation bzw. die Reduktion der nukleären Bioaktivität der SIAH-Ligasen 
eine neue Möglichkeit zur Sensibilisierung von Tumorzellen mit zytotoxischen Substanzen 
dar.
2
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Summary
The hepatocellular carcinoma (HCC) is the most frequent malignant tumor of the liver, 
which comes along with a bad prognosis for the patient. Next to the dysregulation of 
different metabolic processes, the aberrant proteasomal degradation of target proteins by 
E3-ubiquitin-ligases represents a potential pro-tumorigenic mechanism in the process of 
tumor initiation and progression. The most important process for protein degradation in 
eucaryotic cells is the ubiquitin-26S-proteasom-dependent degradation, by which more 
than 80% of all cellular proteins were degraded. The E3-ubiquitin-ligases seven in absentia  
homologue (SIAH)-1  and  SIAH-2  catalyze  the  polyubiquitylation  and  subsequent 
degradation of different functional and structural classes of proteins like β-Catenin and 
Synaptophysin. Independent studies demonstrated that SIAH-1 expression is reduced in 
HCCs which suggests a potential pro-tumorigenic function in hepatocarcinogenesis. The 
purpose of this study was the comprehensive comparative analysis of SIAH-1 and SIAH-2 
concerning  expression,  function  and  therapeutic  relevance  in  human 
hepatocarcinogenesis.
While reduced SIAH-1 levels were confirmed for SIAH-1 in HCCs, no significant changes in 
the expression of  SIAH-2  were  detected. While  in  normal  hepatocyts  a  cytoplasmatic 
expression  was  detected  for  both  E3-ligases,  a  significant  and  progressive  nuclear 
accumulation was observed in pre-malignant lesions and HCC tissues. In HCC cell lines the 
inhibition of both ubiquitin-ligases by RNAinterference was associated with a reduction of 
the  tumor  cell  proliferation  and  migration,  as  well  as  an  induction  of  apoptosis.  The 
combined inhibition of  both ligases augmented the biological  effects  only moderately, 
strongly suggesting exclusive molecular mechanisms for both ligases. In addition, an SIAH 
inhibition  led  to  a  significant  sensitization  of  HCC  cells  for  treatment  with  cytotoxic 
substances  which  affect  the  stability  of  the  microtuble-network  as  well  as  the  DNA 
integrity. Although SIAH-1 was described as a p53 target gene no regulation of SIAH-1 was 
detected in the HCC cell lines after regulation of wildtype p53.  The inhibition of SIAH-1 
and SIAH-2 did not change the bioavailability of previously described target proteins (e.g. 
T-Star and β-Catenin), but led to a reduced expression of far upstream sequence element 
(FUSE)  binding protein (FBP) family members, which are central mediators of the tumor 
cell proliferation and migration. 
In summary,  these data demonstrate that the pro-tumorigenic  function of  SIAH-1 and 
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SIAH-2 are not mediated by a changed (reduced) expression level, but by nuclear accumu-
lation and the activation of distinct molecular mechanisms. Due to the tumor cell-associ-
ated nuclear expression, the function of SIAH-1 and SIAH-2 as well as the molecular effec-
tor mechanisms significantly differ in HCC cells from other (non-tumorigenic) cell types. 
Furthermore, the inhibition of the subcellular translocation, and the reduction of the nu-
clear bioactivity of the SIAH-ligases exhibit a new therapeutic option for the sensitization 
of tumor cells for the treatment with cytotoxic substances.
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1. Einleitung
1.1Aufbau und Funktion der Leber
Die  menschliche  Leber  stellt  mit  durchschnittlich  1,5  kg  Gewicht  das  zweitschwerste 
Organ im Körper, und als größte Drüse ein zentrales Organ des gesamten Stoffwechsels 
dar. Sie besteht aus 2 Leberlappen, wobei der rechte Leberlappen ca.  um das 6-fache 
größer  ist  als  der  linke.  Die  morphologische  Untereinheit  der  Leber  sind  die 
Leberläppchen  (Lobuli  hepatici),  welche  überwiegend  aus  Leberparenchymzellen 
(Hepatozyten)  und  dazwischenliegenden  Sinusoiden  (erweiterte  Leberkapillaren) 
bestehen. Die Leberläppchen weisen eine sechseckige Struktur auf, an deren Ecken sich 
die  sogenannten  Periportalfelder  befinden.  Diese  bezeichnet  man  als  Glisson-Trias 
(Glissonsches  Dreieck,  periportale  Trias)  und  enthalten  jeweils  einen  feinen  Ast  der 
Pfortader,  einen  Ast  der  Leberarterie  und  einen  kleinen  Gallengang.  Jedes  Portalfeld 
versorgt auf diese Art drei Leberläppchen mit arteriellem Blut, Pfortaderblut und führt 
Gallensäure  ab.  In  der  Mitte  eines  sechseckigen  Leberläppchens  befindet  sich  die 
Zentralvene.  Die  Sinusoide  werden  von  Kupffer-Sternzellen,  leberspezifische 
Macrophagen  die  dem  Pfortader-Blut  körperfremde  und  körpereigene  Substanzen 
entnehmen  und  abbauen,  und  Endothelzellen  ausgekleidet.  Im  Spaltraum  zwischen 
Hepatozyten und den Sinusoiden sind ebenfalls  die  hepatischen Sternzellen lokalisiert, 
welche maßgeblich für die Vitamin A Speicherung und die Synthese extrazellulärer Matrix 
verantwortlich sind.1 
Die  Struktur  der  Leber  ist  bedingt  durch  ihre  3  Hauptfunktionen:  a)  Aufnahme, 
Speicherung und Metabolisierung von Stoffen, b) Bildung der Galle als Sekret und Exkret 
und c) Filter-  und Kontrollorgan.  Die Leber spielt eine zentrale Rolle im Kohlenhydrat-, 
Protein-  und  Fettstoffwechsel,  aber  auch  bei  der  Ausscheidung  von 
Stoffwechselprodukten.  Sie  ist  für  die  Synthese  lebenswichtiger  Eiweißstoffe  (z.B. 
Blutgerinnungsfaktoren),  Cholesterol,  die  daraus  abgeleiteten  Gallensäuren  und  die 
Speicherung essentieller Moleküle und Elemente, wie Vitamine (A, B12, D, E), Folsäure, 
Metallionen (z.B. Eisen), aber auch Lipoproteine verantwortlich. Durch die Umwandlung 
von Glukose in Glycogen (Glycogenese), wird der Blutzuckerspiegel unabhängig von der 
Nahrungsmittelzufuhr  reguliert,  indem  das  Glycogen  als  Energiereserve  dient  und  bei 
Bedarf in seine Glukosemonomere abgebaut werden kann (Glykogenolyse).  Neben der 
Synthese  und  Speicherung,  ist  eine  weitere  Hauptfunktion  der  Leber,  der  Abbau  von 
Stoffwechselprodukten.  Beim  Abbau  von  Eiweiß  entsteht  giftiges  Ammoniak,  welches 
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durch die Kupffer-Zellen neutralisiert und zu Harnstoff verstoffwechselt wird. Die Kupffer-
Zellen entfernen ebenfalls geschädigte Erythrozyten durch Phagozytose. Die Leber ist des 
Weiteren für die Bildung der Gallenflüssigkeit verantwortlich. Die Galle ist eine gemischte 
Flüssigkeit, die aus Fett (Cholesterin), Gallensäuren, Gallenfarbstoffen, Gallensalzen und 
andere Stoffen besteht. Sie dient sowohl der Ausscheidung von nicht mehr benötigten, 
möglicherweise  giftigen  Substanzen,  als  auch  der  Unterstützung  bei  der  Verdauung 
fettreicher Nahrung. 
1.2  Das hepatozelluläre Karzinom
Das  hepatozelluläre  Karzinom  („hepatocellular  carcinoma“,  HCC)  ist  ein  primärer 
Lebertumor und zählt zu den häufigsten malignen humanen Tumoren weltweit. Das HCC 
gehört zu den Tumoren, bei denen die zugrunde liegende Ätiologie in mehr als 80% der 
Fälle  definiert  werden kann und basiert  meist  auf  einer chronischen Leberentzündung 
(Hepatitis), mit sich anschließender Leberfibrose (Bindegewebsvermehrung) und Zirrhose 
(irreversibler  Umbau mit  Funktionsverlust).  Da  eine  Chemotherapie  meist  nur  geringe 
Wirkung  auf  das  Progressionsgeschehen  des  HCC  ausübt,  bleiben  häufig  nur  die 
Leberteilresektion  und  in  wenigen  Fällen  auch  die  Lebertransplantation  als  operative 
Therapieoptionen.  Diese  sind,  aufgrund  des  fortgeschrittenen  Tumorstadiums  bei 
Diagnose, jedoch nur in ca. 5% der Fälle möglich. Ein für die Behandlung des HCCs, aber 
auch  anderer  Tumorentitäten  (z.B.  fortgeschrittenes  Nierenzellkarzinom),  eingesetzter 
Wirkstoff  ist  das  Sorafenib.  Es  gehört  zur  Gruppe der  Multikinase-Inhibitoren,  der  die 
Proliferation der Tumorzellen und die Neoangiogenese von Gefäßendothelien hemmt.2 
Das durchschnittliche Überleben der Patienten unter Sorafinib-Behandlung verlängert sich 
um 3-4  Monate.  Bisher  existieren  keine  weiteren  suffizienten  molekularen  Therapien, 
daher  stellt  die  Erforschung  neuer,  innovativer  molekularer  Zielstrukturen  für  die 
Entwicklung spezifischer therapeutischer Ansätze eine zentrale Herausforderung für die 
klinisch orientierte Forschung dar. 
 1.2.1 Epidemiologie und Ätiologie des hepatozellulären Karzinoms
Das HCC gilt mit etwa 1 Million Neuerkrankungen pro Jahr als fünf-häufigstes humanes 
Malignom mit steigender Inzidenz, vor allem in den westlichen Industrieregionen wie den 
USA und Europa.3 Es geht einher mit einer schlechten Prognose für den Patienten; die 5-
Jahres Überlebensrate nach Diagnosestellung liegt bei 3%.4-6 Das HCC zeigt in fast allen 
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untersuchten Populationen eine deutliche  Geschlechtsprädisposition: Männer erkranken 
in Mitteleuropa und Nordamerika 2 – 3 mal häufiger als Frauen.6 Daneben gibt es auch 
starke Unterschiede in der geographischen Verteilung des HCC. Die höchste Prävalenz ist 
mit ca. 80% in den südlichen Teilen Afrikas und in Südostasien zu finden. Hier liegt die 
Inzidenz  bei  50-150  Neuerkrankungen/100000  Einwohner/Jahr,  wohingegen  in 
Nordamerika  und  Europa  jährlich  1-3  Neuerkrankungen/100000  Einwohner/Jahr  zu 
verzeichnen  sind.7 Die  Inzidenz  in  Deutschland  wird  mit  derzeit  4000-6000 
Neuerkrankungen/100000 Einwohner/Jahr  angegeben,  jedoch mit  eindeutig  steigender 
Tendenz.  Diese  regionalen  und  geographischen  Unterschiede  lassen  sich  durch  die 
unterschiedliche Exposition  mit  bekannten Risikofaktoren  erklären.  Hauptrisikofaktoren 
für die Entwicklung eines HCC sind zweifelsfrei die chronische Hepatitis B Virus (HBV)- und 
Hepatitis C Virus-Infektion (HCV). Diese erhöhen die Wahrscheinlichkeit an einem HCC zu 
erkranken um den Faktor 5-10 im Fall einer HBV-Infektion und ca. um den Faktor 17 im 
Fall  einer  HCV-Infektion.8 In  den  Industriestaaten  gibt  es  trotz  des  geringeren 
Gesamtrisikos  einen  Anstieg  der  Neuerkrankungen,  wobei  die  Infektion  mit  HCV  die 
Hauptursache für die Entwicklung eines HCC darstellt.9,  10 In  Europa und den USA sind 
30-60%  der  HCC-Patienten  HCV-positiv  und  in  Japan  sind  sogar  80%  der  HCC-
Erkrankungen  mit  einer  chronischen  HCV-Infektion  assoziiert.11-14 Weitere  ätiologische 
Ursachen  für  die  Entstehung  eines  HCC  stellen  hereditäre,  metabolische 
Leberspeicherkrankheiten  (hereditäre  Hämochromatose,  α-1-Antitrypsinmangel), 
Alkoholabusus  mit  assoziierter alkoholischer  Steatohepatitis,  die  nicht-alkoholische 
Steatohepatitis, seltener auch die dauerhafte Kontamination mit Toxinen und Zellgiften 
(z.B. Aflatoxin B1) dar.15 
Die Hepatokarzinogenese ist ein mehrjähriger, schrittweiser Prozess, der beginnend vom 
Auftreten erster Krankheitsbilder bis hin zur Manifestation eines HCCs häufig über Jahre 
oder  Jahrzehnte  andauern  kann.16 Aus  den  unterschiedlichen  Krankheitsursachen 
resultieren  chronische  Leberschädigungen  wie  Fibrose  und  später  auch  Zirrhose.  Die 
Fibrose  stellt  eine  krankhafte  Vermehrung  des  Bindegewebes  dar,  dessen 
Hauptbestandteil  extrazelluläre  Kollagenfasern  sind.  Durch  die  Verhärtung  der  Leber 
entstehen narbige Veränderungen, die im fortgeschrittenen Stadium zu einer drastischen 
Einschränkung  der  Organfunktion  führen  können.  Die  Zirrhose  repräsentiert  das 
Endstadium  diverser  schwerer  entzündlicher  und  nekrotisierender  Leberschädigungen 
und ist in der Regel mit dem Funktionsverlust der Leber verbunden.1 Auf der Grundlage 
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chronischer  Lebererkrankungen  kommt  es  häufig  zur  Ausbildung  von  reversiblen 
Vorläuferläsionen.  Die  frühsten  prämalignen  Vorläufer  stellen  die  Dysplastischen  Foci 
(Durchmesser < 0,1 cm) dar, aus denen sich durch weiteres Wachstum die Dysplastischen 
Knoten (DN; Durchmesser 0,1 – 2 cm) entwickeln.17 Im weiteren Verlauf entstehen aus 
diesen prämalignen Vorläuferläsionen die frühen (gut differenzierten) HCCs, welche eine 
vergleichsweise geringe Proliferation und keine Angioinvasivität aufweisen und die späten 
(schlecht differenzierten) HCCs, deren Progression einhergehen mit einem gesteigertem 
Tumorwachstum, Tumorinvasion und Metastasierung  (Abbildung 1).18 
Abbildung 1: Schematische Darstellung der Hepatokarzinogenese
1.2.2 Molekulare Progressions-Mechanismen der Hepatokarzinogenese
In den frühen, aber auch in den späten Phasen der Hepatokarzinogenese kommt es zur 
Dysregulation  von  Proteinen,  welche  Zellproliferation,  Apoptose,  Zelldifferenzierung, 
Motilität  und  zelluläre  Reparaturmechanismen  beeinflussen.19 Mögliche  Ursachen  für 
Veränderungen in der Genexpression zentraler Regulatorproteine dieser Prozesse können 
chromosomale  Alterationen  sein.  Comparative  Genomic  Hybridization (CGH)-Analysen 
ergaben  signifikante  genomische  Imbalancen  in  distinkten  Chromosomenabschnitten. 
Hierbei wurden häufig Zugewinne, in den Regionen 1q (57,1%), 8q (46,6%), 6p (22,3%) 
und 17p (22,2%), als auch chromosomale Verluste in den Regionen 8p (38%), 16q (35,9%), 
4q (34,3%), 17p (32,2%) und 13q (26,2%) detektiert.20-22 Darüber hinaus wurden Verluste 
in  den  Regionen  4q,  17p  und  16q  mit  der  Entwicklung  von  HBV-induzierten  HCCs 
assoziiert,  was  auf  Ätiologie-spezifische  Mechanismen  hindeutet.  Den  meisten 
chromosomalen  Alterationen  konnten  mittlerweile,  die  Dysregulation  distinkter, 
relevanter  Gene  zugeordnet  werden:  TP53 (17p),  RB-1 (13q),  E-Cadherin (16q), 
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COX-2/cPLA2 (1q), und c-myc (8q).23, 24 
Ein zentraler Regulator der Apoptose, der DNA-Reparatur und der Zellzykluskontrolle ist 
das Tumorsuppressorgen Tp53.25, 26 In rund 50% aller humanen Tumore und 30% der HCCs 
liegt  ein Funktionsverlust  von p53 vor,  was mit  der Einbuße seiner  antineoplastischen 
Eigenschaften einhergeht  (Verlust  der Zellzykluskontrolle,  Antiapoptose und Regulation 
der  DNA-Reparaturmechanismen).16,  27 Weitere Gründe  für  den  beobachteten 
Funktionsverlust  sind  neben  dem  Verlust  des  Genlocus  17p,  auch  Punktmutationen, 
Deletionen oder die funktionelle Inaktivierung durch Bindung des p53wt an virale Proteine 
wie das Hepatitis B HbxAg.28, 29 Für das HCC ist jedoch nicht nur der Funktionsverlust von 
p53  (sog.  ͵loss  of  functionʹ)  beschrieben  worden,  sondern  auch  der  Zugewinn  neuer, 
protumorigener Eigenschaften (͵gain of functionʹ).30-32
Das  Tumorsuppressorgen  rb-1 ist  ein  Regulator  des  Zellzyklus  und  kontrolliert  den 
Übergang der Zelle von der G1 in die S-Phase durch Bindung von Transkriptionsfaktoren 
der  E2F-Familie.  Die  Regulation  der  Aktivität  des  RB-1  Proteins  erfolgt  über  die 
Phosphorylierung durch cyclinabhängige  Kinasen (‚cyclin  dependent  kinase’,  CDKs)  und 
führt zur Freisetzung der Transkriptionsfaktoren, gefolgt von DNA-Synthese und Zellzyklus-
Progression. In ca. 30% aller HCCs ist ein Funktionsverlust des RB-1 beschrieben, der in 
den  meisten  Fällen  auf  einen  Verlust  des  Genlocus  13q14  zurückzuführen  ist.33 
Inaktivierende Mutationen sind bisher für RB-1 kaum beschrieben worden.34 Ein Verlust 
der  RB-1  Expression  führt  zu  einer  vermehrten  Freisetzung  von  E2F  und  somit  zur 
Steigerung der Proliferationsrate. Auch die Zunahme von CDKs (z.B. CDK4), welche für die 
Inhibierung von RB-1 verantwortlich sind oder die verringerte Bioverfügbarkeit von CDK-
Inhibitoren (p16INK4A,  p21CIP1 oder p27KIP1)  kann zu einem Verlust  der Zellzykluskontrolle 
führen.35
Die  erhöhte  Aktivität  der  Cyclooxygenase-2  (COX-2)  ist  ebenfalls  mit 
Tumorzellproliferation,  sowie  Antiapoptose assoziiert.  Darüber  hinaus  vermittelt  COX-2 
Neoangiogenese  und  somit  invasives  Verhalten  in  Endothelzellen.36,  37 COX-2  ist  ein 
Enzyme,  welches  die  Umsetzung von  Arachidonsäure  zu  Prostaglandin  katalysiert.  Die 
spezifische  Inhibierung  von  COX-2  führt  zur  Aktivierung  verschiedener  Caspasen  (z.B. 
Caspase 3 und Caspase 9) und zur Induktion der Apoptose.38 Eine Überexpression von 
COX-2 konnte in 50-97% der HCCs nachgewiesen werden und ist unter anderem auf die 
Amplifikation der Chromosomenregion 1q25.2-q25.3, auf dem cox-2 lokalisiert ist, zurück 
zu führen.39, 40
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Neben  der  Dysregulation  der  beschriebenen  Genprodukte,  kann  es  im  Rahmen  der 
Hepatokarzinogenese  zur  Modifikation  ganzer  Signalwege  (z.B.  IGF-Achse,  Wingless 
(WNT)-Signalweg,  TGFβ-Signalweg  oder  HGF/MET-Signalweg)  kommen.  Diese 
Veränderungen  basieren  in  der  Regel  auf  der  Dysregulation  einzelner 
Signalwegskomponenten. In 25-30% der HCCs wurde z.B. eine veränderte Regulation des 
konservierten wnt-Signalweges beschrieben, welcher an der Regulation der Proliferation, 
der Motilität und der Organogenese beteiligt ist.41 Neben survivin (Antiapoptose), Matrix-
Metalloproteinasen  (mmp-7;  Invasion),  myc (Proliferation)  und  vascular  endothelial  
growth  factor (vegf;  Neoangiogenese)  gehört  auch  Cyclin  D1 zu  den  beschriebenen 
Zielgenen.42 Durch  die  Bindung  der  WNT-Liganden  an  einen  der  Frizzled-Rezeptoren, 
kommt es zur Phosphorylierung des Protein Dishevelled (DSH), welches seinerseits  die 
Glycogen  Synthase  Kinase  3  beta  (GSK3β)-vermittelte  Phosphorylierung  und 
Ubiquitylierung  des  cytoplasmatischen  Co-Aktivators  β-Catenin  inhibiert,  welches 
anschließend durch das  26S Proteasom degradiert  wird.43 Durch Mutation,  z.B.  in  der 
GSK3β-Bindestelle  des  β-Catenin,  ist  eine  effektive  Phosphorylierung  und  der  damit 
verbundene  Abbau  durch  den  SCF-Ubiquitin-Ligase-Komplex  (Skp1/Cul1/F-box  protein 
complex) nicht mehr gewährleistet. Dies hat zur Folge, dass die Degradation von β-Catenin 
nicht mehr in vollem Maße erfolgen kann und es zu einer Anreicherung im Kern in ca. 40% 
der  HCCs  kommt,  wo  es  mit  den  Transkriptionsfaktoren  der  TCF  (T  cell  factor)/LEF 
(lymphocyte enhancer binding factor)-Familie einen Komplex bildet und so die Expression 
von Zielgenen induziert.44-48 Daneben existieren zahlreiche beschriebene Mechanismen, 
die zu einer Anreicherung des β-Catenins in HCC-Zellen führen können, z.B. die Mutation 
des Axin1 und Axin2, Komponenten des Degradationskomplexes.49
Der Insulin like Growth Factor (IGF) Signalweg ist sowohl in der embryonalen Entwicklung 
wie  auch  im  Adulten  von  zentraler  Bedeutung.  Über  ihn  werden  Antiapoptose, 
Proliferation  und  Zelldifferenzierung  vermittelt.  Es  konnte  eine  pathophysilogische 
Verbindung zwischem dem Liganden IGF-II und der Tumorzellproliferation in der humanen 
Hepatokarzinogenese  nachgewiesen  werden.50 Eine  Überexpression  von  IGF-II  ist  ein 
frühes Ereignis in der Hepatokarzinogenese, denn sie kann bereits in dysplastischen Foci 
und in ca. 40% der HCCs beobachtet werden.51-54 Ein Ursache ist eine verstärkte Aktivität 
des fötalen P3 Promotors im HCC,54 was auf eine allelische Imbalance und teilweise einem 
Re-Imprinting des maternalen Allels zurückzuführen ist und mit der Wiedererlangung des 
fötalen Expressionsmusters einhergeht.55,  56 In  43% der dysplastischen Knoten, 78% der 
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gut und 89% der mäßig differenzierten HCCs konnte eine dysregulierte Expression beider 
Allele nachgewiesen werden.57
1.3  Proteinmodifikation und Proteindegradation
Die funktionelle Vielfalt des zellulären Proteoms kann durch kovalente, posttranslationelle 
Modifikationen deutlich  ausgeweitet  werden.  Die  Proteinmodifikation stellt  dabei  eine 
wichtige zelluläre Strategie dar,  mit der die Zellen eines Organismus auf intrazelluläre, 
aber  auch  umweltbedingte  Veränderungen  reagieren  können.  Solche  Modifikationen 
beinhalten  kleine  Moleküle  wie  Phosphat-,  Methyl-  oder  Acethylreste,  aber  auch  die 
Bindung  an  kleine  Proteine  wie  Ubiquitin  oder  ubiquitin-like  proteins.58 Die 
Ubiquitylierung  stellt  dabei  eine  der  wichtigsten  Modifikationen  zur  Regulation  von 
biologischen  Funktionen  dar.  Es  handelt  sich  hierbei  um  einen  induzierbaren  und 
reversiblen  Prozess,  welcher  in  die  zelluläre  Homeostase  oder  die  Signaltransduktion 
involviert ist.59-61
1.3.1 Ubiquitin-Proteasom-System
Das  bekannte  Ubiquitin-Proteasom-System  stellt  den  wichtigsten  selektiven 
Proteinabbaumechanismus  einer  eukaryontischen  Zelle  dar.  Diese  multikatalytische 
Protease ist nicht nur für die Degradation von kurzlebigen Proteinen, sondern auch für 
den Abbau von Proteinen mit einer hohen Halbwertszeit verantwortlich. Die Degradation 
von Substraten erfolgt  durch spezifische Proteine,  welche reversibel  kovalent an diese 
gebunden werden. Am bekanntesten ist die Verknüpfung mit Ubiquitin,  einem kleinen 8 
kDa großen Protein, welches erstmals in einem  in vitro System aus Retikulozytenextrakt 
untersucht wurde.62 Der biochemische Übertragungsprozess (Abbildung 2) von Ubiquitin-
Molekülen auf  das  Substrat  (Ubiquitylierung)  ist  durch das  sequentielle  Wirken dreier 
Enzymklassen charakterisiert.63 
In  einer  ATP-abhängigen Reaktion wird der  Carboxylrest  des  C-terminalen Glycins  von 
Ubiquitin  durch  ein  spezifisches  Aktivierungs-Enzym  (E1)  aktiviert.  Bei  diesem  Schritt 
kommt  es  zur  Ausbildung  einer  Thioesterbindung  zwischen  einem  konservierten 
Cysteinrest  des  E1-Proteins  und  dem  Ubiquitin.64 In  einer  zweiten  Reaktion  wird  das 
aktivierte Ubiquitin auf ein Cystein im aktiven Zentrum eines Ubiquitin-konjugierenden 
Enzyms (ubiquitin conjugating enzyme, E2) übertragen.65 Diese Enzyme benötigen in den 
meisten  Fällen  zusätzliche  Faktoren,  so  genannte  E3-Ligasen,  um  die  spezifische 
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Ubiquitylierungsreaktionen vorzunehmen. E3-Enzyme katalysieren die kovalente Bindung 
von Ubiquitin an das Substrat über spezielle Interaktionsmotive der E3- Ligasen. 
Abbildung 2: Schematischer Aufbau des Ubiquitin-Proteasom-Systems
Das E1-Enzym wird in einer ATP-abhängigen Reaktion mit Ubiquitin beladen. Dieses überträgt das 
aktivierte Ubiquitin auf ein E2-Enzym, welches den Ubiquitinrest  wiederum an eine Ubiquitin-
Ligase (E3) überträgt. Das E3-Enzym katalysiert die Bindung des Ubiquitin auf einen Lysinrest des 
Substrates. Durch das wiederholte Durchlaufen dieser Enzym-Kaskade werden die Substrate durch 
Ubiquitinketten polyubiquitiniert.
Die meisten bisher bekannten Ubiquitin-Ligasen kann man anhand bestimmter Sequenz-, 
Struktur- und Funktionsmerkmalen in zwei Hauptfamilien, die HECT (Homologous to the  
E6-AP  C-Terminus)  E3-Ligasen  und  die  RING  (really  interesting  new  gene)  Finger-E3-
Ligasen, unterteilen. An das gebundene Ubiquitin werden im Folgenden weitere aktivierte 
Ubiquitinmoleküle  angehängt,  die  entstandene  Poly-Ubiquitinkette  dient  dem  26S 
Proteasom als Marker bei der Substraterkennung. Nach der Proteindegradation wird die 
freigewordene  Ubiquitinkette  ‚recycled’ und  die  einzelnen  Moleküle  können  in  einem 
neuen  Markierungsprozess  wieder  verwertet  werden.  Dafür  sind  zwei  Enzyme 
verantwortlich, die Ubiquitin C-terminalen Hydrolase (UCH) und die Ubiquitin-spezifische 
Protease (UBP, auch Isopeptidase).66 
Das Ubiquitin-Proteasom-System folgt einem hierarchischen Aufbau, d.h. es gibt nur ein 
E1  Enzym,  welches  das  Ubiquitin  für  die  unterschiedlichsten  nachfolgenden 
Konjugationen aktiviert. Es gibt dagegen verschiedene E2-Isoformen, bisher sind ca. 50 E2 
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Enzyme bekannt. Diese interagieren mit einer oder mehreren der über 500 beschriebenen 
E3 Isoformen.  Jede E3-Ligase ist  in der  Lage verschiedenste Substrate,  mit  definierten 
strukturellen Ähnlichkeiten, zu erkennen und mit Ubiquitin zu markieren. E3-Ligasen sind 
daher wesentlich an der Spezifität des Ubiquitin-Systems beteiligt.
Das 26S Proteasom ist ein Multiprotein- und Multienzymkomplex und weist eine Größe 
von ca. 2000 kDa auf. Dieser Komplex erkennt spezifisch polyubiquitylierte Proteine und 
spaltet diese in kleine, 3-22 Aminosäuren große Peptide.67 Das 26S Proteasom besteht aus 
einem katalytischen Zentrum, dem zentralen 20S Komplex und zwei regulatorischen 19S 
Komplexen.68
1.3.2 Funktionen des Ubiquitin-Proteasom-Systems
Die klassische Funktion des Ubiquitin-Proteasom-Systems besteht in der Markierung und 
dem Abbau von Substraten, die unter physiologischen Bedingungen aus dem zellulären 
System  entfernt  werden  sollen,  aber  auch  fehlgefalteter  Proteine.  Aufgrund  seiner 
zentralen Eigenschaften bei  der Regulation der Bioverfügbarkeit von Faktoren spielt es 
eine  wichtige  Rolle  in  der  Regulation  zellulärer  Prozesse,  z.B.  durch  den  Abbau  von 
Zellzyklusregulatoren, Transkriptionsfaktoren und Signalwegskomponenten. So nimmt das 
Proteasom-System durch den Abbau  der Zellzyklusregulatoren Cyclin A, B, D und E, sowie 
des Cyclin-abhängigen Kinaseinhibitors p27 maßgeblichen Einfluss auf das Fortschreiten 
des Zellzyklus.69 
Die Ubiquitylierung dient jedoch nicht nur der Markierung von Proteinen für die effiziente 
Degradation,  sondern  auch  zur  proteasom-unabhängigen  Modulation  verschiedener 
zellulärer  Kernfunktionen  wie  Replikation,  Transkription  und  DNA-Reparatur 
(zusammengefasst  in  70).  So  wurde neben der  kovalenten Modifizierung von Histonen 
durch Acetylierung oder Phosphorylierung  gezeigt, dass die Histone H2A und H2B durch 
Monoubiquitylierung in ihrer Bioaktivität verändert werden.71, 72 Eine Ubiquitylierung des 
Histons H2B durch das E2-Enzym RAD6, spielt eine grundlegende Rolle in der Meiose.73 
Man vermutet, dass die Struktur der Histone durch die Ubiquitylierung beeinflusst und 
damit  die  Zugänglichkeit  der  Promotor-DNA für  Transkriptionsfaktoren verändert  wird. 
Des Weiteren wurde die Ubiquitylierung von Transkriptionsfaktoren beschrieben, welche 
die Aktivität der Transkription beeinflussen.74 Ein Beispiel dafür ist der Transkriptionsfaktor 
NFκB, der durch die Ubiquitylierung und anschließende Degradation seines Inhibitors IκB, 
frei vorliegt und in der Lage ist, in den Kern zu translozieren und seine Zielgene (z.B. p53, 
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RAS,  IL2,  c-myc  oder  c-myb)  zu  aktivieren  (zusammengefasst  in  75).  In  diesem 
Zusammenhang ist eine Überexpression von  NFκB bereits in mehreren Tumorentitäten 
beschrieben worden.76-78
1.3.3 Dysregulation der Proteolyse in der humanen (Hepato)karzinogenese
Die  Dysregulation  von  Ubiquitin-Ligasen  oder  anderen  Bestandteilen  des  Ubiquitin-
Proteasom-Systems  kann  zur  aberranten  Akkumulation  von  Onkogenen  oder  einem 
reduzierten Abbau von Tumorsupressorgenen führen, was häufig mit der Entwicklung von 
Tumoren assoziiert ist. Für die E1-Enzyme konnte bisher keine direkte Beteiligung an der 
Initiation und Progression von Tumoren nachgewiesen werden. Dem gegenüber stehen 
Berichte die belegen, dass wenige der bekannten E2-Enzyme und zahlreiche E3-Ligasen in 
den Prozess  der  Karzinogenese involviert  sind.  Wichtige E3-Ligasen mit  nachweislicher 
protumorigener Funktion sind z.B. das MDM2 (transformed 3T3 cell double minute 2;79) 
oder  BRCA1  (breast  cancer  1;80).  Eine  Übersicht  über  bekannte,  publizierte,  tumor-
relevante E3-Ligasen ist in Tabelle 1 dargestellt.
Die E3-Ubiquitin-Ligase MDM2 ist für die Ubiquitylierung und sich daran anschließenden 
proteasomalen  Abbau  von  p53  verantwortlich.  P53  wiederum  reguliert  seine 
Bioverfügbarkeit  durch Aktivierung von MDM2.79,  81,  82 Eine Überexpression von MDM2 
resultiert  in  einer  Reduktion  des  Tumorsuppressorgen  p53,  was  einen  weiteren 
Mechanismus  zur  Inaktivierung  des  p53  in  verschiedensten  Tumorentitäten  darstellt. 
MDM2  ist  auf  Chromosom  12q13-14  lokalisiert  und  in  ca.  36%  aller  Sarcome 
überexpremiert.83 Neben der Interaktion mit p53, stellt MDM2 auch ein wichtiges Zielgen 
des Ras-Raf-MAP-Kinase-Signalweges dar.  Ras,  ein beschriebenes Onkogen,  trägt durch 
die Induktion von MDM2 zur Reduktion der p53-Aktivität und der daraus resultierenden 
Phänotypen verschiedener Tumoren bei.84
Ein weiteres Beispiel für die Dysregulation einer tumor-relevanten E3-Ligase ist  BRCA1. 
Das  BRCA1 Gen  unterliegt  sehr  häufig  heterozygoten  Veränderungen  in  Familien  mit 
erhöhtem  Risiko  für  die  Entwicklung  von  z.B.  Mammakarzinomen  und 
Ovarialkarzinomen.85 Zusammen  mit  dem  Protein  BARD1  bildet  BRCA1  einen 
heterodimeren  E3-Komplex,  der  für  die  Monoubiquitylierung  von  verschiedensten 
Histonen verantwortlich ist.86, 87 BRCA1 ist auf Chromosom 17q lokalisiert und spielt eine 
wichtige Rolle bei der Reaktion auf DNA-Schädigung.88 Darüber hinaus sind bisher keine 
Zielstrukturen von BRCA1 bekannt, welche im Falle einer Mutation akkumuliert vorliegen 
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und protumorigene Eigenschaften besitzen.
Ebenso haben molekulare Analysen des humanen HCC eine Vielzahl von genetischen und 
epigenetischen Veränderungen belegt, welche zu einer Funktionsänderung des Ubiquitin-
Proteasom-Systems  führen.89 In  diesem  Zusammenhang  wird  der  regulatorischen  26S 
Proteasom-Untereinheit  Gankyrin eine  frühe  protumorigene  Funktion  in  der 
Hepatokarzinogenese zugeschrieben. Analysen belegen eine Überexpression von Gankyrin 
in HCC Geweben im Vergleich zur normalen, gesunden Leber.90 Durch Interaktionen von 
Gankyrin mit CDK4, wird die funktionelle Regulation von CDK4 durch p16 verhindert.91-93 
Diese Wirkung von Gankyrin auf CDK4 korreliert mit der Beobachtung, dass die erhöhte 
Expression von Gankyrin zur Hyper-Phosphorylierung von RB-1 und zu einer Freisetzung 
der E2F Transkriptionsfaktoren führt, was mit einer  gesteigerten Tumorzellproliferation 
assoziiert  ist.91 Des  Weiteren  konnte  auch  eine  Interaktion  mit  MDM2  nachgewiesen 
werden,  welche  sekundär  auf  die  Expression  von  p53  in  Tumorzellen  wirkt.94 Diese 
Interaktion erhöht die Bindung  von MDM2 mit p53, wodurch es zu einer gesteigerten 
Ubiquitylierung und verstärkten proteasomalen Degradation von p53 kommt.94
Darüber  hinaus  konnten  auch  funktionell  relevante  Expressionsänderungen  von  E3-
Ubiquitin-Ligasen  im  HCC  nachgewiesen  werden.  Die  Ubiquitin-Ligase  Parkin,  ein 
potentielles Tumorsupressorgen, wurde als Produkt des PARK2 (Parkinson disease protein 
2) Gens charakterisiert. Beschriebene Interaktionspartner von Parkin sind SYT11, CCNE1, 
GPR37 oder STUB1. Es wurden bereits funktionsinaktivierende Mutationen in diesem Gen 
bei  Parkinsonerkrankungen  beschrieben.95 Der  PARK2 Genlocus  ist  auf  dem 
Chromosomenarm  6q26,  in  einem  genomischen  Bereich  lokalisiert,  welcher  extrem 
instabil  ist.  Dieser  chromosomale  Abschnitt  ist  in  verschiedenen  Tumorentitäten, 
einschließlich des HCCs, als häufig deletiert beschrieben worden.96 In Expressionsstudien 
wurde eine Reduktion der PARK2 Expression in 50% der analysierten HCCs beobachtet. In 
entsprechenden  HCC  Zelllinien  führt  die  Überexpression  zu  einer  Reduktion  des 
Zellwachstums.97 Parkin  wirkt  des  Weiteren,  als  Bestandteil  eines  Skp1-Cullin-F-box-
ähnlichen Ubiquitin-Ligase-Komplex, durch die Degradation von Cyclin E auf den Zellzyklus 
und die Apoptose von Zellen.  Eine Überexpression von Parkin führt demnach zu einer 
verstärkten Degradation von Cyclin E und vermindert die Apoptoserate der Zellen.98 
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Tabelle 1:  Beschriebene E3-Ligasen im Prozess der humanen Karzinogenese
Tabelle modifiziert dargestellt nach 102 und 103. 
E3-Ligasen Substrat(e) Biologische Funktion(en) Alterationen 
E6-AP p53 Apoptose Infektion von HPV   bei 
Gebärmutterhalskrebs
Huwe1 p53 Apoptose, Wachstumsarrest Überexpression in Mamma-, Lungen- und 
kolorektalen Karzinomen
EDD TopBP1 DNA Schädigung Amplifikation und Überexpression in 
Mamma- und Ovarialkarzinomen
Nedd4-1 PTEN, Hgs, Eps15 Apoptose, Genomintegrität, 
Endocytose
Überexpression in Blasen- und 
Prostatakarzinom
Nedd4-2 Smad2, Smad4, TβR-I/II Apoptose, Wachstumsarrest -
Itch P73, p63, Notch1, c-Jun Apoptose, Differenzierung -
WWP1 P53, Notch1, KLF2, KLF5, 
Smad2, Smad4, TβR-I/II
Apoptose, Wachstumsarrest Amplifikation und Überexpression in 
Mamma- und Prostatakarzinomen
Smurf1 Smad1, Smad4, Smad5, 
TβR-I/II, BMP-RI/II
Apoptose, Wachstumsarrest Amplifikation und Überexpression in 
Pankreaskarzinom
Smurf2 Smad1, Smad2, Smad4, 
Smad5, TβR-I/II
Apoptose, Wachstumsarrest Überexpression in Ösophaguskarzinom 
ARF-BP1 P53, Mc11 Zellwachstum, Apoptose Überexpression in Mammakarzinom
MDM2 p53 Apoptose Amplifikation, Mutation, Überexpression in 
Mammakarzinom
RNF11 AMSH Signaltransduktion Überexpression in Mammakarzinom
EFP 14-3-3σ Zellzyklus Überexpression in Mammakarzinom
Skp2 p27, p21, FoxO1 Zellzyklus, Transkription Amplifikation und Überexpression in 
Mammakarzinom
β-TrcP IκB, β-Catenin, CDC25A Zellzyklus, Transkription Amplifikation und Überexpression in 
Mammakarzinom
Cul4A DDB2, Jun Apoptose, DNA Reparatur Amplifikation und Überexpression in 
Mammakarzinom
BRCA1 H2A, RpB-1, γ-tubulin DNA-Reparatur, 
Genomintegrität
heterozygoten Veränderungen in Mamma- 
und Ovarialkarzinomen
Fbw7 Cyclin E, Myc, Notch Zellzyklus Mutationen in Mammakarzinom
CHFR Plk1, Aurora A Zellzyklus Expressionsverlust  durch  Promotor-
methylierung im Mammakarzinom
Abkürzungen: AMSH (Associated molecule with the SH3 domain of STAM);  CDC25A (cell division cycle 25 homolog A); 
CHFR (checkpoint  with  forkhead  and  ring  finger  domains);  DDB2 (damage-specific  DNA  binding  protein  2);  EFP 
(Estrogen-responsive  finger protein);  Fbw7 (F-box/WD repeat-containing protein 7);  Hgs (hepatocyte growth factor-
regulated tyrosine kinase substrate); KLF (Kruppel-like factor); Nedd (neural precursor cell-expressed developmentally  
downregulated gene); Plk1 (polo-like kinase 1); RNF (ring finger protein);  RPB-1 (RNA polymerase II subunit B1); Smad 
(mothers against DPP homolog (Drosophila)); Smurf (Smad ubiquitylation regulatory factor); TβR (transforming growth 
factor (TGF)-β receptor); WWP1 (WW domain-containing protein 1)
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Die Ubiquitin-Ligase SIAH-1 wurde als p53-abhängiges Gen beschrieben, die während der 
Apoptose induziert vorliegt.99 In vitro Studien haben eine Wechselwirkung von SIAH-1 mit 
APC und dessen Einfluss  auf  den proteasomalen Abbau von β-Catenin beschrieben.100 
Somit wird für SIAH-1 eine direkte Beteiligung an der humanen Karzinogenese diskutiert. 
Des Weiteren konnten LOH (loss of heterozygosity) und cDNA-Micro-Array Analysen eine 
deutliche  Reduktion  der  Ubiquitin-Ligase  in  ca.  30%  aller  HCCs  zeigen,  was 
antiapoptotische Effekte auf  die Tumorzelle  vermuten lässt.52,  101 Über die biologischen 
Funktionen von SIAH-1 (und dem zweiten Familienmitglied SIAH-2) oder die funktionelle 
Relevanz  der  reduzierten  SIAH-1  Expression  im  Rahmen  der  Hepatokarzinogenese  ist 
jedoch bisher nichts bekannt. 
1.4  Seven in absentia homologue (SIAH)
Die humanen SIAH Proteine (SIAH-1 und SIAH-2) sind die Homologe des seven in absentia 
(SINA)  Proteins  aus  Drosophila melanogaster und  gehören  zu  einer  konservierten  E3-
Ubiquitin-Ligase-Familie. SINA wurde 1990 identifiziert und spielt eine wichtige Rolle bei 
der Formation von R7 Photorezeptorzellen in der Entwicklung des Auges.104 Dabei nimmt 
SINA  eine  essentielle  Rolle  bei  der  Signaltransduktion  “downstream” des 
Tyrosinkinaserezeptors  sevenless und  Ras-1  ein.105,  106 Daneben  sind  auch  für  andere 
Tierarten homologe Proteine beschrieben worden (M. musculus:  mSIAH-1A,  mSIAH-1B 
und  mSIAH-2,  Xenopus  laevis:  XSIAH-2  und  Zebrafisch  (zebra  danio):  SIAZ).  Trotz  der 
stammesgeschichtlichen  Entfernung  der  verschiedenen  Arten  sind  die 
Aminosäuresequenzen der SIAH-Familienmitglieder hoch konserviert, was für basale und 
evolutionär früh entwickelte Funktionen im Rahmen der Zellhomöostase spricht. So zeigt 
SIAH-1 auf  Aminosäureebene eine Homologie von 76% zu SINA und 91,4% zu SIAZ.107 
SIAH-2 zeigt eine Homologie von 68% zu SINA und 77% zu SIAH-1.108 Allen Proteinen ist 
gemeinsam,  dass  sie  sich  durch eine N-terminale  RING-Domäne und eine C-terminale 
Substrat-Bindungsdomäne auszeichnen (Abbildung 3).  Durch die Substrat-Bindedomäne 
sind sie  in der Lage mit verschiedenen Substraten und mit  den in der Ubiquitylierung 
beteiligten  Proteinen  zu  interagieren.  Zu  den  regulatorisch  wirkenden 
Interaktionspartnern gehören im SCF (Skp1-Cul1-F-box)-Komplex bspw. die Proteine SKP1 
(S-phase kinase-associated protein) und SIP (Siah interacting protein).109
Für SIAH-1 und SIAH-2 sind bis  heute mehr als  50  Bindepartner  beschrieben worden, 
welche  verschiedenste  zelluläre  Prozesse  unter  physiologischen  und  pathologischen 
17
Einleitung
Bedingungen beeinflussen.110 Hierbei wurden für beide SIAH Proteine sowohl exklusive als 
auch redundante Interaktionspartner/Substrate beschrieben  (z.B.  TIEG-1 (Transforming 
growth factor-beta-inducible early growth response protein 1; Transkriptionsrepressor) für 
SIAH-1,  Vav1  (Onkogen)  für  SIAH-2  oder  OBF-1  (OCT-binding  factor  1;  Transkriptions-
Coaktivator)  für  beide  Ligasen).  Diese  unterschiedlichen  und  gemeinsamen 
Bindungspräferenzen  verdeutlichen  die  Möglichkeit  einer  gemeinsamen,  aber  auch 
exklusiven Einflussnahme auf essentielle zelluläre Prozesse. 
Neben  der  Polyubiquitylierung  durch  SIAH-1  und  SIAH-2,  wie  beschrieben  für  DCC 
(deleted  in  colorectal  cancer,111),  N-CoR  (Corepressor,112)  oder  c-Myb 
(Transkriptionsfaktor,113) und dem sich anschließenden proteasomalen Abbau, sind auch 
proteasom-unabhängige  Effekte  auf  Substrate   beschrieben worden (publiziert  für  z.B. 
BAG-1 (BCL2-associated athanogene,114) oder CtIP.115 Aufgrund der zentralen Stellung der 
SIAH Moleküle in der Regulation der Bioverfügbarkeit von tumor-relevanten Substraten, 
ist davon auszugehen, dass die veränderte Expression von SIAH-1/-2 auch Einfluss auf die 
zellulären Prozesse von HCC-Zellen nimmt.
Abbildung 3: Schematischer Aufbau der Ubiquitin-Ligasen SIAH-1 und SIAH-2. 
Aufbau der E3-Ligase SINA (seven in absentia,  aus  Drosophila melanogaster) und der humanen 
Homologe SIAH-1  und  SIAH-2.110  Allen  Proteinen  ist  gemeinsam,  dass  sie  sich  durch eine N-
terminale RING-Domäne und eine C-terminale Substrat-Bindungsdomäne auszeichnen.
1.5  Zielsetzung
Das  hepatozelluläre  Karzinom  (hepatocellular  carcinoma,  HCC)  ist  eine  der  weltweit 
häufigsten  Tumorerkrankungen.  Da  zum  Zeitpunkt  der  Diagnose  bei  den  meisten 
Patienten ein fortgeschrittenes, inkurables Tumorstadium vorliegt, sind insbesondere das 
Verständnis  der  Progressionsmechanismen  und  ihre  potentielle  therapeutische 
Beeinflussung  von  zentraler  wissenschaftlicher  Bedeutung.  Neben  der  häufig 
beschriebenen Dysregulation von Syntheseprozessen (z.B. auf transkriptioneller Ebene), 
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welche häufig zu  einer Veränderung der Expression von tumor-relevanten Genen (z.B. 
Onkogenen) führen, stellt  auch der aberrante Abbau von Proteinen einen potentiellen 
protumorigenen Mechanismus dar.
Die  Dysregulation zahlreicher  Komponenten  des  proteasomalen  Abbaus  (insbesondere 
der Ubiquitin-Ligasen) ist häufig mit der Entwicklung von Malignomen assoziiert. Für das 
HCC konnte bisher jedoch nur in wenigen Fällen ein Zusammenhang zwischen dem aber-
ranten Abbau von Substraten und der Hepatokarzinogenese hergestellt werden. So wurde 
die Expression der E3-Ubiquitin-Ligase SIAH-1 (seven in absentia homologue-1 aus Droso-
phila) als häufig reduziert im HCC beschrieben. Über die funktionelle Relevanz, die Regula-
tion und die relevanten Effektormechanismen der SIAH-Familienmitglieder (SIAH-1 und 
SIAH-2) ist im Rahmen der Hepatokarzinogenese jedoch nur wenig bekannt. Ziel dieser Ar-
beit war es daher SIAH-1 und SIAH-2 hinsichtlich der Expression und zellulären Lokalisati-
on in humanen HCC Geweben und Zelllinien zu analysieren. Der Einfluss beider Ligasen 
auf funktionelle Aspekte des Tumorwachstums und der Tumorzellmigration sollte geklärt 
und relevante molekularen Effektormechanismen identifiziert werden.
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2. Material und Methoden
2.1Lösungen, Chemikalien und Kits
BrdU-Proliferations-ELISA Amersham Bioscience (Freiburg)
Celebrex (Wirkstoff Celecoxib) Pfizer (Karlsruhe)
Dyenamic ET Terminator Sequencing Kit GE Healthcare (Freiburg)
ECL plus Western Blotting Detektionssystem Amersham Bioscience (Freiburg)
Einwegpipetten, Pipettenspitzen und Reaktionsgefäße Eppendorf (Hamburg)
Greiner (Nürtingen)
ABImed (Langenfeld)
Enzyme und Puffer, dNTPs und Random-Primer MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
Filme (Western Blotting) Kodak (Stuttgart)
Roche (Mannheim)
HGF (Hepatocyte Growth Factor) R&D Systems (Minneapolis, USA)
High Pure PCR Product Purification Kit Roche (Mannheim)
Medien und Zusätze für die Zellkultur PAA Laboratories (Cölbe)
MG132 (Proteasom-Inhibitor) Calbiochem/Merck (Darmstadt)
NucleoSpin RNA II Macherey-Nagel (Düren)
Nutlin-3 (MDM-2 Inhibitor) Calbiochem/Merck (Darmstadt)
Plastikware Zellkultur Greiner (Nürtingen)
Falcon (Heidelberg)
NuncTM (Wiesbaden)
TPP (Basel, Schweiz)
Qproteome Cell Compartiment Kit QIAGEN (Hilden)
Standardchemikalien (soweit nicht anders vermerkt) Bio-Rad (München)
BD-Bioscience (Heidelberg)
Merck (Darmstadt)
Roche (Mannheim)
Roth (Karlsruhe)
Sigma (Deisenhofen)
TaqMan Sonden-Master Mix ABgene (Epsom, United 
Kingdom)
ultraPureTM RNase freies Wasser für molekulare 
Analysen
Invitrogen (Karlsruhe)
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VenorGeM, Mycoplasma-Detektions Kit Minerva Biolabs (Berlin)
Vitalitäts-Test (MTT-Test) EZ4U, Biomedica (Wien, 
Österreich)
M2128, Sigma (Deisenhofen)
Vollentsalztes Wasser für Lösungen 
(Reinstwassersystem Ultra Clear/Integra)
SG Wasseraufbereitung und
Regenerierstation (Barsbüttel)
DAB Peroxidase Substrate Kit Vector Laboratories, 
(Burlingame, USA)
Streptavidin/Biotin Blocking Kit Vector Laboratories, 
(Burlingame, USA)
Vectastain ABC Standard Kit Vector Laboratories, 
(Burlingame, USA)
2.2  Geräte
ABI Prism 7300 Real Time PCR System Applied Biosystems (Darmstadt)
ABI-377 DNA Sequencer Applied Biosystems (Darmstadt)
Agarosegelelektrophorese System Keutz (Reiskirchen)
CO2-Inkubatoren (Hera cell 150) Heraeus (Hanau)
ELISA-Reader (Multiscan Ascent) Thermo Electron Corporation 
(Dreieich)
Entwicklermaschine (Optimax Typ TR) MS Laborgeräte (Heidelberg)
FACS CaliburTM BD Bioscience (Heidelberg)
FluorChem-Imaging System WB Alpha Innotech/Biozym 
(Oldendorf)
Geldokumentationssystem (Alpha ImagerTM) Biozym (Oldendorf)
Inverse Mikroskop Olympus CKX41 Olympus (Hamburg)
Inverses Mikroskop (Axiovert 25) Zeiss (Jena)
Kamera Altra 20 (Soft Imaging System) Olympus (Hamburg)
Lamina Flow (Microflow) NuncTM (Wiesbaden)
Microfuge Micro 200 Hettich Zentrifugen (Tuttlingen)
Microfuge Micro 200 Hettich Zentrifugen (Tuttlingen)
Microwelle Panasonic (Hamburg)
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Nanodrop ND-1000 UV-VIS Spectrophotometer Peqlab Biotechnologie (Erlangen)
PAA-Gelelektrophorese System Biozym (Oldendorf)
PCR Block (Multi Cycler PTC) Biozym (Oldendorf)
pH-Meter (pH 210 Microprocessor pH Meter) Hanna Instruments (Kehl am 
Rhein)
Photometer Eppendorf (Hamburg)
Schüttel-Thermoblock Eppendorf (Hamburg)
Spektrales Laser-Scanning-Konfokalmikroskop TCS SL Leica (Wetzlar)
Taumelschüttler (Biometra WT17) Biometra (Göttingen)
Western Blot Apparatur (LKB Multiphor II) Pharmacia/Pfizer Pharma 
(Karlsruhe)
Western Blot Apparatur (WetBlot) Biozym (Oldendorf)
Zellkulturzentrifuge Universal R32 Hettich Zentrifugen (Tuttlingen)
Zentrifuge Varifuge 3.0/3.OR Heraeus/Kendro (Hanau)
2.3  Software
AnalySIS getIT Vers. 5.0 Olympus (Hamburg)
Axio Vision Rel. 4.6 Zeiss (Jena)
CellQuest Pro BD Bioscience (Heidelberg)
EndNote X0.2 Thomson ResearchSoft (Carlsbad, 
USA)
GenePix Pro 6.0 Microarray Image Analysis Software Molecular Devices / Axon 
Instruments (Union City, USA)
Modfit Lt ™ BD Bioscience (Heidelberg)
SPSS 16.0 Software SPPS (Chicago, USA)
TMA Lab Aperio Technologies (Vista/CA, 
USA)
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2.4  Antikörper
Tabelle 2: Erstantikörper
Antigen Produkt/ Hersteller Ig Klasse Eingesetzte 
Verdünnung
WB IHC/IF
Aktin Ab-1/MP Biomedicals Maus (monoklonal) 1:10000 -
BAG-1 3.10G3E2/ Santa Cruz 
Biotechnology
Maus (monoklonal) 1:1000 -
E-Cadherin 5H9/ Progen Maus (monoklonal) 1:1000 -
FBP1/2 N15/Santa Cruz 
Biotechnology
Ziege (polyklonal) 1:500 -
FBP3 E15/ Santa Cruz 
Biotechnology
Ziege (polyklonal) 1:2000 -
PUF60 (FIR) Affinity BioReagenz Kaninchen (polyklonal) 1:1000 -
MIB-1 (Ki67) M7240/Dako Maus (monoklonal) 1:1000 -
p21 BD Pharmingen Maus (monoklonal) 1:1000 -
p53 554293/BD Pharmingen Maus (monoklonal) 1:10000 -
PARP 95422/Cell Signaling Kaninchen polyklonal 1:200 -
SIAH-1 N15/Santa Cruz 
Biotechnology
Ziege (polyklonal) 1:500 -
SIAH-1 Cosmo Bio Co., LTD Kaninchen (polyklonal) - 1:100
SIAH-2 G16 und N14/ Santa Cruz 
Biotechnology
Ziege (polyklonal) 1:1000 -
SIAH-2 Cosmo Bio Co., LTD Kaninchen (polyklonal) 1:100
T-Star (SLM2) M20/ Santa Cruz 
Biotechnology
Ziege (polyklonal) 1:1000 -
α-Tubulin B7/ Santa Cruz 
Biotechnology
Maus (monoklonal) 1:2000 1:100
β-Catenin BD Bioscience Maus (monoklonal) 1:2000 -
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Tabelle 3: Zweitantikörper
Antigen Produkt/ Hersteller Ig Klasse Eingesetzte 
Verdünnung
WB IHC/IF
Anti Kaninchen (HRP-
gekoppelt)
#7074/Cell Signaling - 1:2500 -
Anti Maus (Alexa 488-
gekoppelt)
A11029/ MoBiTec - - 1:200
Anti Maus (Biotin-
gekoppelt)
E0354 / Dako Kaninchen 
(polyklonal)
1:2000
Anti Maus (HRP-
gekoppelt)
#7076/Cell Signaling - 1:2500 -
Anti Ziege (Biotin-
gekoppelt)
E0466 / DAKO Kaninchen
(polyklonal)
1:2000
Anti Ziege (Cy3-
gekoppelt)
Dianova - - 1:500
Anti Ziege (HRP-
gekoppelt)
P0449/ DAKO - 1:2000 -
2.5  Oligonukleotid- und siRNA Sequenzen
Die Synthese der Primer für die PCR wurde von der Firma Thermo Electron Coperation 
(Ulm) durchgeführt. Die Konzentration der Primerstocklösung betrug 100 µM, in den PCR-
Reaktionen wurde eine Arbeitskonzentration von 10 µM eingesetzt. Um die Amplifikation 
geringer genomischer Kontaminationen zu erkennen, wurden die Primer für die mRNA-
Expressions-Analysen Intron-übergreifend, d.h. auf zwei angrenzende Exone gelegt. 
Für  die  Durchführung  semiquantitativer  Analysen  von  SIAH-1  und  SIAH-2  wurde  ein 
kommerzielles  Primer/Sonden-Gemisch  verwendet.  Der  Abgleich  erfolgte  gegen  18S 
ribosomale RNA. Die hierfür verwendeten Primer und die Sonde wurden entsprechend 
folgender Kriterien ausgewählt.116  
Die siRNA-Sequenzen wurden unter Verwendung der Design-Tools der Firma Dharmacon 
erstellt. Bis auf die nonsense siRNA (Qiagen, Hilden) wurden alle siRNAs durch die Firma 
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MWG (Ebersberg) synthetisiert. Alle siRNAs hatten eine Länge von 19 Nukleotiden und 
einen GC-Gehalt von 30-52%. Um eine höchstmögliche Genspezifität zu gewährleisten, 
wurden keine Treffer unter 18 Nukleotide Homologie gewählt. Des Weiteren wurde darauf 
geachtet, dass die Sequenz keine drei aufeinander folgende gleiche Basen besaß und am 
3'  Ende zwei  überhängende Thymidinbasen trug.  Die  nonsense siRNA wies nach dem 
Abgleich mit dem humanen Genom keine Homologie zu humaner cDNA oder gDNA auf.
Tabelle 4: Primer- und siRNA-Sequenzen
qRT-PCR qRT-PCR for 5' - 3' qRT-PCR rev 5' - 3'
18S ribosomal RNA AAA CGG CTA CCA CAT CCA AG CCT CCA ATG GAT CCT CGT TA
18S ribosomal RNA - Sonde FAM-AGC AGG CGC GCA AAT TAC CC-TAMRA
SIAH-1 Applied Biosystems (Forste City, USA); TaqMan® Gene Expression 
Assay: Hs00361785_m1
SIAH-2 Applied Biosystems (Foster City, USA); TaqMan® Gene Expression 
Assay: Hs00192581_m1
PCR-Primer Primer for 5' - 3' Primer rev 5' - 3'
p21 CAG CAG AGG AAG ACC ATG TG GGA TTA GGG CTT CCT CTT GG
18S ribosomal RNA AAA CGG CTA CCA CAT CCA AG CCT CCA ATG GAT CCT CGT TA
siRNAs Sense 5' - 3' Antisense 5' - 3'
SIAH-1 gcucacauguuguccaacu-dTdT gguuggacaacaugugagc-dTdT
SIAH-2 caucgucuuucuagcuaca-dTdT uguagcuagaaagacgaug-dTdT
nonsense 1 uucuccgaacgugucacgu-dTdT acgugacacguucggagaa-dTdT
2.6  Zellkulturmedien, Lösungen und Zellkulturzusätze
Die  hier  aufgeführten  Produkte  wurden,  sofern  nicht  anders  angegeben,  alle  von  der 
Firma PAA (Cölbe) bezogen.
Produkt Inhaltsstoffe, Verwendung
DMEM,  Dulbecco´s  modified 
Eagle’s Medium mit L-Glutamin
Glukose  (4,5  g/l),  mit  L-Glutamin,  Kultivierung  der 
HuH7-Zellen
DMSO (AppliChem) Zusatz  zur  Kryokonservierung  der  Zelllinien  und 
Lösungsmittel für Medikamentenapplikation
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FCS, Fötales Kälberserum Zusatzstoff für Zellkulturmedien
MEM,  Modified  Eagle’s  Medium 
mit Na2(CO3)2
mit  Earle’s  Salt  und  L-Glutamin,  Kultivierung  der 
Hep3B-Zellen
Oligofectamin (Invitrogen) Kationischer Karrier zum Transfizieren der siRNA
OptiMEM (Gibco) Medium für die siRNA Transfektion
Penicillin-Streptomycin-
Antibiotika-Lösung 
10.000 U/ml Penicillin und 10 mg/ml Streptomycin, 
als antibakterieller Zusatz zum Kulturmedium
Puromycin 1,5µg/ml  Puromycin als  antibakterieller  Zusatz  zum 
Kulturmedium
RPMI,  Roswell  Park  Memorial 
Institute
mit L-Glutamin, Kultivierung der HepG2-Zellen
Trypsin-EDTA-Lösung 0,5 g/l  Trypsin und 0,2 g/l  EDTA,  zum Ablösen und 
Passagieren der Zellen
2.7  Zelllinien
Bei  den  6  verschiedenen  Zellkulturlinien,  welche  in  dieser  Arbeit  verwendet  wurden, 
handelte  es  sich  um  immortalisierte,  humane  Linien,  die  aus  kultivierten  Zellen 
hepatozellulärer Karzinome etabliert wurden. 
Die  Zelllinie  Hep3B  entstammte  dem  Tumorgewebe  eines  HBV-positiven  Kindes 
afrikanischer Abstammung. Das Genom der Zelle  enthält subgenomische Integrate des 
HBV-Virus,  welche  jedoch  nicht  in  der  Lage  sind,  infektiöse  Viruspartikel  zu  bilden. 
(Artikelnummer:  ACC93)  Die  Zelllinie  HepG2 wurde aus  dem Hepatoblastom eines  15-
jährigen argentinischen Kindes generiert. (Artikelnummer: ACC180) Beide Linien  wurden 
über  die  Deutsche  Sammlung  von  Mikroorganismen  und  Zellkulturen  GmbH  (DSMZ) 
bezogen.  Aus dem Tumor eines 24-jährigen männlichen Mosambikaners entstammt die 
Zelllinie PLC/PRF/5. (Artikelnummer: JCRB0406) Diese Zellen expremieren das Hepatitis B 
Oberflächen  Antigen  (HbsAg).  Die  Zelllinie  HuH-7  wurde  von  einem  57  Jahre  alten 
japanischen Mannes gewonnen. (Artikelnummer: JCRB0403) Diese Linien wurden von der 
Japanese Collection of Research Bioresources  bezogen. Die temperatursensitiven Zellen 
4Bv entstanden durch stabile Transfektion von Hep3B Zellen mit einem Vektor, der für die 
murine  Isoform  einer  temperatursensitiven  p53  Mutante  (p53val135)  kodiert.  Als 
Kontrollzelllinie  dienten  die  BT-2E  Zellen,  welche  nur  das  entsprechende Resistenzgen 
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(Puromycin) trugen. Die Zellen wurden freundlicherweise von Prof. Moshe Oren, Rehovot, 
Israel zu Verfügung gestellt.117
2.8  Zellkultur
2.8.1 Kultivierung und Passagieren von Zelllinien
Bei den verwendeten Zelllinien handelte es sich um adhärent wachsende Zellen, welche in 
Petrischalen oder Mehrlochplatten kultiviert wurden. Die Zelllinien wurden stets bei 37°C 
und einem CO2-Gehalt von 5% bei gesättigter Luftfeuchtigkeit kultiviert. Für die Versuche 
mit  dem  temperatursensitiven  Zellsystem  wurden  sowohl  die  4Bv  als  auch  die  BT-2E 
Zellen nach der Aussaat in DMEM-Medium (ohne Puromycin) über Nacht im Brutschrank 
bei  37°C,  5%  CO2 kultiviert.  Am  nächsten  Tag  wurden  die  Zellen  nach  einem 
Mediumwechsel (mit Puromycin) für 24 Std. bei 32°C (permissive Temperatur) kultiviert. 
Nur  unter  diesen  Bedingungen  nimmt  die  Mutante  eine  transkriptionell  aktive 
Konformation an, welche dem wildtypischen p53 ähnelt. 
Alle  verwendeten  Zellen  wurden  in  ihrem  entsprechenden  Medium  (siehe  2.6)  unter 
Zusatz von 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin Lösung kultiviert. Bei einer Zelldichte 
von  ca.  90%  wurden  die  Zellen  passagiert.  Um  die  Zellen  von  der  Plastikoberfläche 
abzulösen, wurde der Kulturüberstand vollständig entfernt und die Zellen anschließend 
mit einer dem Kulturschalendurchmesser angemessenen Menge an Trypsin/EDTA Lösung 
überschichtet.  Die  mit  Trypsin/EDTA  bedeckten  Zellen  wurden  für  5-10  Minuten  im 
Brutschrank  inkubiert,  nachfolgend  in  ein  Falcontube  mit  dem  gleichen  Volumen  des 
entsprechenden Mediums überführt und für 5 Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert. Nach 
dem Verwerfen des Überstandes wurde das Zellpellet im Medium resuspendiert. Aus der 
Zellsuspension  wurde  ein  entsprechendes  Aliquot  (1/3  bis  1/7  zum  Passagieren) 
entnommen,  in  ein  frisches  Kulturgefäß  mit  neuem  Medium  überführt  und  im 
Brutschrank  weiter  kultiviert.  Verschiedene  durchgeführte  Experimente  erforderten 
variierende Zellzahlen pro Kulturschale.  Dafür wurden 10 µl  der Zellsuspension in eine 
Zählkammer  nach  Neubauer  pipettiert  und  gezählt.  Die  Zellzahl/Milliliter  wurde  nach 
folgender Formel ermittelt. 
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2.8.2 Kryokonservierung und Auftauen von Zelllinien
Für  die  Kryokonservierung  wurde,  dass  nach  Zentrifugation  erhaltene  Zellpellet  (siehe 
2.8.1) einer zu 90% konfluenten 10 cm Zellkulturschale, in 1,8 ml des entsprechenden 
Kulturmediums,  welches  mit  10  % DMSO versetzt  war,  resuspendiert.  Die  Suspension 
wurde  anschließend  in  ein  Kryovial  (Greiner)  überführt  und  sofort  eisgekühlt. 
Anschließend wurde die Suspension langsam auf -70°C gekühlt (Abkühlung von ca. 10°C 
pro Stunde) und in flüssigem Stickstoff gelagert. 
Um kryokonservierte Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurde das Reaktionsgefäß aus 
dem Stickstofftank entnommen und zügig auf 37°C erwärmt. Die Zellsuspension wurde 
dann  in  10  ml  vorgewärmtes  Kulturmedium  überführt,  um  das  zytotoxische  DMSO 
schnellstmöglich zu verdünnen. Nach Pelletierung der Zellen durch Zentrifugation (1000 
rpm, 5 Minuten), konnte der Überstand verworfen und die Zellen in normalem Medium 
resuspendiert und kultiviert werden (siehe 2.8.1). 
2.8.3 Kontaminationsbestimmung
Es  erfolgte  eine  regelmäßige  lichtmikroskopische Kontrolle  auf  Kontaminationen durch 
Bakterien und Pilze. Zur Testung auf Mycoplasmen wurden die Zellen in Abständen von 3 
Monaten  unter  Verwendung  des  Mycoplasmen-Detektionskits  VenorGeM  (Minerva 
Biolabs) auf Kontaminationen hin untersucht. Hierzu wurde der Kulturüberstand auf das 
Vorhandensein  von  Mycoplasmen-DNA  mittels  PCR  (siehe  2.9.7)  überprüft.  Bei  der 
Durchführung  des  Tests  wurden  die  Angaben  des  Herstellers  befolgt,  als  Polymerase 
diente die Taq-Polymerase der Firma SIGMA. Alle  in dieser  Arbeit  verwendeten Zellen 
waren negativ auf Mycoplasmen-DNA.
2.8.4 Transiente small-interfering RNA (siRNA)-Transfektion
Für die transiente Transfektion mit gen-spezifischer small-interfering RNAs (siRNA) wurde 
die kationische Trägersubstanz Oligofectamin (Invitrogen) verwendet. Die Anlagerung der 
Kationen an die RNA bewirkte einen Verlust ihres hydrophoben Charakters, wodurch die 
RNA in die Lage versetzt wurde, durch die Zellmembran zu diffundieren. 
Abhängig von der notwendigen Zellzahl für die sich anschließenden Analysen erfolgte die 
Transfektion auf 6-Well oder 6 cm Platten (Vitalitätstest 2.11.1, Proliferation 2.11.2, FACS-
Analyse  2.11.3,  Migrationsassay  2.11.4,  Klonogenitätsassay  2.11.5,  Proteinisolierung 
2.10.1, RNA-Isolierung 2.9.3). Da die Fläche einer 6-Well Platte der Hälfte der Fläche einer 
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6 cm Platte entspricht, wurden die einzelnen Komponenten bei der Transfektion im 6-Well 
Format halbiert.
Für die Transfektion in 6 cm Platten wurde die Zellzahl abhängig von der Zelllinie ausgesät. 
So wurden für HepG2 3 x 105, Hep3B und HuH7 1,5 x 105 pro Platte in Antibiotika freiem 
Medium ausgesät. Die Transfektion mit siRNA wurde am folgenden Tag unter Verwendung 
des nachstehenden Protokolls durchgeführt. 
Tabelle 5: Pipettierschema der Transfektion mit synthetischen siRNAs
Probe siRNA-Behandlung 
[µl]
Unbehandelte Kontrolle 
[µl]
Lösung A OptiMEM 15 -
Oligofectamin 3 -
Lösung B OptiMEM 185 -
siRNA [20 µM] 0,5 -
Lösung A und B bei RT für 10 Minuten inkubieren
Lösung A und B mischen und weitere 20 Minuten bei RT inkubieren
OptiMEM vorlegen 800 1000
Gemisch Lösg. A/B (200 µl) auf Zellen verteilen
Das Transfektionsvolumen betrug 1 ml (6 cm Schale). In einem Reaktionsgefäß wurden 3 
µl Oligofectamin in 15 µl OptiMEM (Lösung A), in einem anderen Reaktionsgefäß 5nM 
siRNA in  185 µl  OptiMEM (Lösung B)  verdünnt  und bei  Raumtemperatur  10 Minuten 
inkubiert.  Bei  Doppelinhibierungen von 2 Genprodukten wurden je 5nM siRNA-#1 und 
siRNA-#2 mit OptiMEM verdünnt.  Nach dem Ansetzen beider Lösung erfolgte eine 20-
minütige Inkubation bei RT. Anschließen wurden 800 µl OptiMEM auf die Zellen pipettiert 
(Kontrolle:  1000  µl  OptiMEM)  und  200  µl  der  Transfektionslösung  zugefügt.  Nach  4-
stündiger Kultivierung bei 37°C im CO2-Inkubator erfolgte die Zugabe von 3 ml Medium. 
Am nächsten Tag wurde das Medium vollständig gewechselt oder die Zellen für Versuche 
trypsiniert und entsprechend der benötigten Zellzahl ausgesät (siehe 2.8.1). 
2.8.5 Behandlung mit Chemotherapeutika und PGE2
Cisplatin (cis-Diammineplatinum(II)dichloride) ist ein Chemotherapeutikum, welches die 
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Hemmung der DNA-Synthese mit nur kurzfristiger RNA- und Proteinsynthesehemmung 
bewirkt. Es wurde in den folgenden Konzentrationen eingesetzt: 0,1 mM; 1 mM; 10 nM. 
Vinblastin ist ein Chemotherapeutikum und gehört zur Gruppe der Vincaalkaloiden. Es 
bindet an das Protein Tubulin und hemmt somit die Ausbildung von Mikrotubuli. Es wurde 
in den folgenden Konzentrationen eingesetzt: 0,1 mM; 1 mM; 10 nM. 
Paclitaxel (Taxol) ist ein Wirkstoff, dessen biologische Wirkung auf der Störung der Mitose 
beruht, in dem es im Rahmen der Verkürzung der Mitosespindeln und chromosomalen 
Segregation  den  Abbau  der  Mikrotubuli  inhibiert.  Es  wurde  in  den  folgenden 
Konzentrationen eingesetzt: 0,1 mM; 1 mM; 10 nM.
Doxorubicin  (10-(4-amino-5-hydroxy-6-methyl-oxan-2-yl)oxy-6,8,11-trihydroxy-8-(2-hy 
droxyacetyl)-1-methoxy-9,10-dihydro-7H-tetracene-5,12-dione)  ist  ein  Wirkstoff  und 
gehört  zu  der  Stoffklasse  der  Anthracyclinen. Es  gehört  zur  Wirkstoffgruppe  der 
Interkalantien.  Es  bindet nichtkovalent an die DNA und verhindern die Anbindung der 
Polymerasen,  wodurch die Zellteilung und Zellfunktion gestört wird.  Es wurde in einer 
Konzentration von 1 µM eingesetzt.
2.8.6 Behandlung mit Inhibitoren
Die  Zellen  wurden  mit  unterschiedlichen,  niedermolekularen  Substanzen  (MG132, 
Nutlin-3)  behandelt.  Der  „small  molecule  inhibitor“  Nutlin-3  stellt  einen kompetetiven 
Inhibitor  der MDM2-TP53 Interaktion dar.118 Nutlin-3 wurde nach Herstellerangaben in 
Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöst und als 3,5 mM Stocklösung bei -20°C gelagert. Für die 
Behandlung von HepG2 Zellen mit Nutlin-3  wurden 4 x 105 Zellen ausgesät. Am nächsten 
Tag erfolgte die Behandlung mit verschiedenen Nutlin-3 Konzentrationen (4 µM, 8 µM und 
12 µM) für 24 Std. in frischem Kulturmedium mit FCS und ohne Antibiotika.
MG132 ist ein potenter, zellpermeabler und selektiver Proteasom-Inhibitor, wodurch die 
proteasomal vermittelte Degradation von Proteinen massiv inhibiert wird. MG132 wurde 
nach Angaben des Herstellers in DMSO gelöst und eine 1 mM Stocklösung angesetzt. Für 
nachfolgende Behandlungen wurden 2 x 105 Zellen ausgesät und diese für 12 und 24 Std. 
mit 5 µM MG132 behandelt. 
2.9  Nukleinsäure-Techniken
2.9.1 siRNA Annealing
Die  siRNAs  wurden als  einzelsträngige  sense und  antisense RNA-Moleküle  lyophilisiert 
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geliefert. Die Lyophilisate wurden zu einer 100 µM Stocklösung resuspendiert, aliquotiert 
und  bei  -70°C  gelagert.  Bevor  sie  für  die  einzelnen  Experimente  eingesetzt  werden 
konnten, mussten die RNA-Einzelstränge zu dsRNA zusammengefügt (annealed) werden. 
Hierfür wurden je 100 µl Aliquots sense und antisense RNA mit 50 µl 5 x Annealing-Buffer 
gemischt  und  bei  96°C  für  2  Minuten  im  Thermoblock  erhitzt.  Der  Block  wurde 
anschließend abgeschaltet und die Lösung kühlte für 1 Std. im Thermoblock auf ca. 37°C 
herunter. Bei der Abkühlung kam es zur Anlagerung der komplementären Sequenzen und 
zur Bildung der doppelsträngigen siRNA. Die Lagerung erfolgte bei -20°C. 
5x Annealing-Buffer
Tris HCl, pH 7,5-8 250 mM
NaCl 500 mM
2.9.2 DNA/RNA/Protein – Isolierung aus Gewebe
Die Isolierung von DNA, RNA und Protein aus kryokonserviertem Geweben erfolgte nach 
einem  standardisierten  Protokoll,  welches  nach  Zerkleinerung  des  Gewebes  (Retsch 
Schwingmühle  MM200,  VWR,  Darmstadt)  und  Aufnahme  in  phenolischer  Lösung,  die 
Extraktion von Nukleinsäuren (RNA und DNA) und Proteinfraktionen ermöglicht.119 
2.9.3 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zelllinien
Die Gesamt-RNA aus HCC-Zelllinien wurde mit Hilfe des NucleoSpin® RNA II Kits isoliert, 
dessen  Funktion  auf  einer  Säulenaffinitätschromatographie  basiert.  Die  Durchführung 
erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die Elution erfolgte in 30 µl RNase-freiem H2O, 
welches  bei  der  Konzentrationsbestimmung  als  Referenzwert  eingesetzt  wurde  (siehe 
2.9.4).  
2.9.4 Konzentrationsbestimmung von RNA
Für eine quantitative Konzentrationsbestimmung der isolierten Gesamt-RNA erfolgte eine 
Messung  des  Absorptionsspektrums,  unter  Verwendung  des  NanoDrop® ND-1000 
Spektrometer. Durchgeführt wurde die Messung eines Absorbtionsspektrums (230 – 400 
nm). Zur Reinheitsbestimmung der RNA diente der Quotient Abs. 260nm/Abs. 280nm. War der 
Quotient ≥ 1,8, wurde die RNA für die Analysen verwendet.
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2.9.5 cDNA-Synthese – Reverse Transkription
Für die Synthese von RNA in cDNA wurden 1,5 µg der Gesamt-RNA, mit 2 µl dNTPs [0,8 
mM]  und  1  µl  eines  Random-Hexamer-Primers  [200  ng/µl]  gemischt.  Dieses  Gemisch 
wurde für 5 Minuten auf 70°C erhitzt, damit die Sekundärstruktur der RNA denaturiert 
werden konnte. Anschließend wurden 4 µl des 5x Reaktionspuffers dem Mix zugefügt, für 
5 Minuten bei 25°C inkubiert, um so eine Anlagerung des Primers zu ermöglichen. Nach 
Zugabe von 1 µl der reversen Transkriptase  RevertAid™ H Minus MuLV [1 U/μl] erfolgte 
eine weitere 10 minütige Inkubation bei 25°C und im Anschluss die cDNA-Synthese für 1 
Std. bei 42°C. Die Polymerase wurde am Ende durch Erhitzen auf 70°C für 10 Minuten 
inaktiviert.  Die  so  generierte  cDNA  wurde  sowohl  für  die  PCR  (2.9.7),  als  auch  die 
semiquantitative „realtime“ PCR (2.9.6) verwendet. 
Tabelle 6: Pipettierschema Reverse Transkription 
Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3
1,5 µg RNA
+ 2 µl dNTPs 
+ 1 µl Random Primer
→ 5 Minuten / 70°C
+ 4 µl Reaktionspuffer
→ 5 Minuten / 25°C
+ 1 µl Reverse Transkriptase
→ 10min / 25°C
→ 60min / 42°C
→ 10min / 70°C
2.9.6 Semiquantitative „realtime“ PCR
Die  gezielte  Analyse  der  Expression  auf  mRNA-Ebene  einzelner  Gene  wurde,  unter 
Verwendung  der  TaqMan®-  PCR  Technologie  im  ABI  Prism®  7300,  durchgeführt.  Im 
Rahmen dieser Arbeit wurde überprüft, in welchem Maße die Expression spezieller Gene 
durch  die  genspezifische  RNAinterference oder  die  Behandlung  mit  MG132  reguliert 
wurde. Als  endogene Kontrolle  (endogK) wurde  die 18S-RNA gewählt,  welches in der 
Regel  keiner  maßgeblichen  Regulation  unterliegt.120 Die  Amplifikationsrate  eines  PCR-
Produktes kann durch die Fluoreszenzintensität, während eines PCR-Zyklus stattfindenden 
Abbaus  von  fluoreszenz-markierten Sonden bestimmt werden. Für  die  durchgeführten 
Analysen  wurde  zum  einen  ein  Sonden  basierendes  System  verwendet  (SIAH-1  und 
SIAH-2;  18S  RNA).  Für  den  Nachweis  der  SIAH-1  und  SIAH-2  Expression  wurde  ein 
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kommerzielles  System  der  Firma  Applied  Biosystems  verwendet.  Für  den  18S  RNA 
Nachweis wurde den anderen Komponenten des Reaktionsansatzes eine genspezifische 
Sonde  zugefügt.  Die  Sonden  für  die  TaqMan®-  Analyse  sind  am  5'  und  am  3'  Ende 
modifiziert (siehe 2.5). Für die Analyse von FIR, FBP1, FBP2 und FBP3 wurde zum anderen 
die Zugabe von SYBR®Green in den Reaktionsansatz genutzt, um ein Fluoreszenzsignal zu 
erzeugen. Es handelt sich dabei um einen Farbstoff, welcher nur durch Interkalation mit 
doppelsträngiger  DNA  fluoresziert.  Für  die  Prüfung  der  Signalspezifität  wurde  im 
Anschluss  an  die  ͵realtimeʹ-Analysen  eine  Schmelzkurvenanalyse  durchgeführt.  Ein 
spezifisches Produkt kennzeichnet sich durch einen einzelnen, schmalen Fluoreszenzpeak 
aus. 
Für  alle  verwendeten  Primerpaare  wurde  anhand  einer  logarithmischen 
Verdünnungsreihe eine Standardkurve  mit  Korrelationskoeffizient  erstellt.  Die  Steigung 
gab  dabei  Auskunft  über  die  Effizienz  der  PCR-Reaktion.  Zur  Berechnung  der 
Expressionswerte  wurden  sowohl  die  Angaben  der  Standardkurve  als  auch  die 
Expressionsdaten  eines  Gens  in  Form  von  Dreifachwerten  (Tripletts)  ermittelt. Als 
Messwert  diente  die  Anzahl  der  Amplifikationszyklen,  welche  zum  Erreichen  einer 
definierten Fluoreszenzintensität (Schwellenwert) erforderlich waren (CT-Wert). 
Die  Auswertung  erfolgte  durch  die  Berechnung  der  durchschnittlichen  relativen 
Mengeneinheiten  (GenMW bzw.  endogKMW und  GenSTABW bzw.  endoKSTABW).  Dazu  wurden 
anhand  der  Gleichung  der  entsprechenden  Standardkurve  die  Mittelwerte  (MW)  und 
Standardabweichungen  (STABW)  der  CT-Triplett-Werte  errechnet.  Für  jede  Behandlung 
wurde  die  durchschnittliche  relative  Mengeneinheit  einer  Genexpression  gegen  die 
entsprechende  durchschnittliche  relative  Mengeneinheit  der  endogenen  Kontrolle 
normalisiert.  Die  Berechnung  und  Fortpflanzung  von  Standardabweichungen  erfolgte 
gemäß publizierter statistischer Verfahren.121 
normalisierter WertMW GenT=
GenT
MW
endogKT
MW
STABW=
GenT
MW
GenT
MW
⋅GenTSTABWGenTMW 
2
endogKTSTABWendogKTMW 
2
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Die  gewonnene  normalisierte  Genexpression  unter  definierten  Versuchsbedingungen 
wurde anschließend in Relation zu der normalisierten Genexpression in unbehandelten 
Zellen  (Kalibrator)  gesetzt.  Durch  diese  Rechnung  erhielt  man  die  relative  mRNA-
Expression  eines  Genes  im  Verhältnis  zum  Referenzwert  der  mRNA-Expression  unter 
Kontrollbedingungen R. 
rel. mRNAExpression x= GenTMWendogK TMW ⋅endogK R
MW
GenR
MW 
STABW = GenTMWGenTMW ⋅endogK R
MW
GenR
MW ⋅ GenTSTABWGenTMW 
2
 endogKTSTABWendogKTMW 
2
Um  systematische  Pipettierfehler  und  Ungenauigkeiten  durch  größere  Volumina  zu 
minimieren,  wurden  die  cDNAs  für  die  Amplifikation  der  Zielgene  1:20  und  für  die 
Amplifikation der endogenen Kontrolle 1:5000 verdünnt. 
Tabelle 7: Pipettierschema semiquantitative ͵realtimeʹ PCR
Pipettierschema 
Sondensystem [20µl]
Pipettierschema 
SYBR®Green System [20µl]
Mastermix (2x) 50 %  [v/v] Mastermix (2x) 50 %  [v/v]
Primer 1 und 2 300 nM Primer 1 und 2 300 nM
Sonde 200 nM cDNA - „template“ ¼ des Ansatzes
cDNA - „template“ ¼ des Ansatzes
Pipettierschema 
kommerzielles Sondensystem [20 µl]
Mastermix (2x) 50 %  [v/v]
Primer-Sonden-Mix (20x) 5 %  [v/v]
cDNA - „template“ 9/20 des Ansatzes
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Tabelle 8: Temperaturprofil der ͵realtimeʹ PCR und der Schmelzkurvenanalyse
qPCR Programm Schmelzkurvenanalyse
Temperatur [°C] Zeit 95°C 15 Sekunden
50 2 Minuten 60°C 30 Sekunden
95 15 Minuten 95°C 15 Sekunden
95 15 Sekunden
60 1 Minuten
} 40x
2.9.7 PCR – Polymerasekettenreaktion
Die verwendeten PCR-Primerpaar-Sequenzen sind unter 2.5  in Tab. 4 aufgelistet.
Um  die  Induktion  der  transkriptionellen  p53  Isoform  in  Hep3B  4Bv  Zellen 
nachzuweisen,  wurde  die  Expression  des  bekannten  p53  Zielgens  von  p21WAF1 
mittels PCR überprüft. Hierfür wurden 1 µl der 1:10 verdünnten cDNA als Template 
in die PCR eingesetzt.
PCR-Ansatz PCR-Programm
Template (cDNA 1:10) 1 µl Schritt Temperatur Zeit
Je Primer [10 µM] 1,5 µl 1. 94°C 5 Minuten
dNTPs [10 µM] 0,5 µl 2. 94°C 30 Sekunden
Reaktionspuffer 10x 2,5 µl 3. 56°C 40 Sekunden
MgCl2 [25 mM] 1,5 µl 4. 72°C 35 Sekunden
Taq-Polymerase [5 U/µl] 0,2 µl 25 Zyklen Schritt 2. - 4. 
H2O (DNase/ RNase frei) 16,3 µl 5. 72°C 10 Minuten
∑ 25 µl
50x TAE-Puffer 5x Ladepuffer Orange G
Tris-HCl 2 M Glycerin (100%) 50% [v/v]
Eisessig 0,0571% [v/v] 1 M EDTA (pH 8,0) 2% [v/v]
EDTA (pH 8,0) 50 mM Orange G 1% [w/v]
1xTAE = 50x TAE 1:50 mit H2O verdünnt
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20 µl des PCR-Ansatzes wurden mit Ladepuffer (1:10) versetzt und auf ein 2%iges 
Agarosegel mittels Gel-Elektrophorese größenfraktioniert (90 V, 45 Minuten). Die 
anschließende digitale Dokumentation erfolgte mit dem AlphaImager. 
2.10 Proteinanalytik
2.10.1 Isolierung von Gesamtprotein
Für die Proteinisolierung wurde von einer ca. 80% konfluenten Zellkulturschale bzw. von 
Zellen nach Behandlung der Kulturüberstand vollständig entfernt und einmal mit 1 x PBS 
gewaschen.  Anschließend wurden die Zellen mit Proteinisolierungspuffer bedeckt (100 μl 
pro 10 cm, 70 μl pro 6 cm bzw. 50 μl pro 6-Well Platte) und für 10 Minuten auf Eis oder 
bei -20 °C inkubiert. Die Zellen wurden mit einem „Zellschaber“ von den Kulturgefäßen 
abgekratzt,  in  ein  1,5  ml  Reaktionsgefäß  überführt  und sofort  auf  Eis  gestellt.  Um zu 
gewährleisten,  dass  eine  vollständige  Lyse  der  Zellen  stattgefunden  hat,  wurden  die 
Isolate  2  x  45  Sekunden sonifiziert,  wobei  zwischen  den Intervallen  eine  einminütige 
Eiskühlung erfolgte. Danach wurden die Zelltrümmer durch Zentrifugation (10 Minuten, 
4°C,  13000  rpm)  pelletiert.  Der  Überstand  wurde  abgenommen  und  in  ein  neues 
Reaktionsgefäß überführt. Die Proteinextrakte wurden bei -20°C gelagert. 
Proteinisolierungspuffer
10x Cell Lysis Buffer (Cell Signaling) 1/10 des Ansatzes
Protease Inhibitorcocktail (Sigma) 5 % [v/v]
2.10.2 Isolierung subzellulärer Proteinfraktionen
Um  die  subzelluläre  Lokalisation  von  Proteinen  in  der  Zelle  zu  analysieren,  wurden 
Proteinfraktionen  der  membranären,  cytoplasmatischen  und  nukleären 
Zellkompartimente durchgeführt. Hierzu wurde das Qproteome Cell Compartiment Kit der 
Firma  QIAGEN genutzt.  Die  Isolierung  der  Fraktionen  erfolgte  nach  den  Angaben des 
Herstellers. 
In einem zweiten Verfahren erfolgte die Isolierung der cytoplasmatischen und nukleären 
Fraktion. Hierzu wurden Zellen einer 10 cm Schale mit ca. 80% Konfluenz trypsiniert (siehe 
2.8.1) und durch Zentrifugation für 5 Minuten bei 1000 rpm pelletiert. Die Zellen wurden 
in 1 ml PBS resuspendiert, in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und erneut zentrifugiert 
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(1300  rpm,  1  Minute,  4°C).  Anschließend  wurde  das  Pellet  in  400  µl  HB-Puffer 
aufgenommen,  zentrifugiert (1300 rpm, 1 Minute, 4°C) und der Überstand verworfen. 
Nach Zugabe von 200 µl Lysis Puffer, wurden die Lysate für 10 Minuten auf Eis gestellt und 
mehrfach  vorsichtig  invertiert.  Danach  wurde  das  Lysat  zentrifugiert  (13000  rpm,  5 
Minuten, 4°C). Der wässrige Überstand, welcher die cytoplasmatische Fraktion enthielt, 
wurde vorsichtig, ohne das Pellet zu berühren oder aufzuwirbeln, abgenommen und in ein 
neues Eppendorfgefäß überführt.  Im Anschluss wurde das Pellet mit 200 µl  Lysepuffer 
aufgenommen, für 5 Minuten auf Eis inkubiert (mehrfach invertieren) und zentrifugiert 
(13000 rpm, 5 Minuten, 4°C). Der Überstand wurde verworfen, das Pellet in 50 – 80 µl 
Puffer C resuspendiert und für 15 Minuten auf Eis inkubiert (jede Minute vortexen). Nach 
einem letzten Zentrifugationsschritt (5 Minuten, 13000 rpm, 4°C) wurde der Überstand 
(nukleäre Fraktion) vorsichtig abgenommen und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 
Die Lagerung der Proteinfraktionen erfolgte bei -20°C.
HB – Puffer Puffer C
10 mM Tris-HCl, pH7,3 20 mM Hepes, pH7,9
10 mM KCl 400 mM NaCl
1,5 mM MgCl2 1 mM EDTA
0,5 mM β-Mercaptoethanol 1 mM DTT
20 µl Proteinase Inhibitor Mix 
(P8340, Sigma)
20 µl Proteinase Inhibitor Mix 
(P8340, Sigma)
Lysis Puffer
HB - Puffer
0,4% NP-40
2.10.3 Bestimmung der Proteinkonzentration
Für die Bestimmung der Proteinkonzentration wurden die isolierten Proteinextrakte 1:10 
verdünnt und mit 20% eines Coomassie-Blau-Reagent (Bradford Reagent B6916, Sigma) 
versetzt. Das Gemisch wurde für 10 Minuten bei RT inkubiert und im Photometer (595 
nm) vermessen. Anhand einer erstellten BSA- Eichgeradengleichung (5, 10, 15, 20 und 25 
µg/ml) wurden die Proteinkonzentrationen der Extrakte berechnet.
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2.10.4 Western Blot
Die gelelektrophoretische Auftrennung der Gesamt-Proteinextrakte erfolgte mittels SDS-
PAGE je  nach Größe des  zu  detektierenden Proteins  in  einem 10%igen oder  12%igen 
Polyacrylamidgel, bestehend aus Trenn- und Sammelgel (52 cm², 15 Minuten bei 50 mA 
und 1-2 Std. bei 100 mA).  Im Anschluss an die Elektrophorese wurden die Proteine, auf 
eine für 1 Minute mit Methanol vorbehandelte PVDF (Polyvinyldifluorid) Membran mittels 
Tank-Blot-System (90 V/52 cm²  für 60 Minuten) oder Semidry-Blot-System (1 mA/cm2 für 
2  Std.),  transferiert.  Zur  Blockierung  unspezifischer  Bindungsstellen  erfolgte  eine 
Inkubation der Membran für 1 Std. in 1 x TBST mit 5 % Milchpulver oder BSA auf einem 
Rollschüttler. Anschließend wurde der Blockierungspuffer entfernt und der entsprechende 
Erstantikörper in TBST mit  Milchpulver  oder  BSA hinzugefügt  und die  Membran unter 
ständiger Bewegung über Nacht bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Membran 
3 x für je 10 Minuten mit 1 x TBST gewaschen und für 1 Std. mit dem entsprechenden 
Zweitantikörper auf  dem Rollschüttler  geschwenkt.  Nach drei  weiteren Waschschritten 
mit  1  x  TBST  erfolgte  die  Signaldetektion  mit  dem  „ECL  plus  Western  Blotting 
Detektionssystem“ oder dem „Western Lightning-Plus-ECL-Detektionssystem“ jeweils nach 
Angaben des Herstellers.
Die  Detektion  der  Lichtsignale  erfolgte  durch  Belichtung  von  Kodak  Filmen  (0,5  –  30 
Minuten) und der automatischen Entwicklung durch die Entwicklermaschine (Optimax Typ 
TR, MS Laborgeräte, Heidelberg). Darüber hinaus erfolgte die digitale Dokumentation mit 
Hilfe des FluorChem-Imaging-System (Biozym), die nach Herstellerangaben genutzt wurde. 
Für  den Nachweis  der  Aktin-Expression als  Ladekontrolle  erfolgte  eine  Inkubation  des 
Erstantikörpers in TBST/5% Milchpulver für 1 Std. bei RT. Für die Signaldetektion wurde 
eine Signaldetektionslösung (2-minütige Inkubation bei RT) verwendet. Dafür wurden die 
Lösungen A und B mit einem Volumen von je 2,5 ml angesetzt, kurz vor der Exposition 
vereinigt und auf die Membran gegeben. Aufgrund der hohen Intensität des Aktinsignals 
war nur eine sehr kurze Exposition (10 – 30 Sekunden) nötig. 
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Polyacrylamidgel Trenngel [10%]
Proteine > 80 kDa
Trenngel [12%]
Proteine < 80 kDa
Sammelgel
Acrylamid-Mix 10% [v/v] 12% [v/v] 5 % [v/v]
Tris-HCl 375 mM (pH 8,8) 375 mM (pH 8,9) 127 mM (pH 6,8)
SDS („sodium dodecyl  
sulfat“)
0,1% [w/v] 0,1% [w/v] 0,1% [w/v]
APS (Ammonium Persulfat) 0,1% [v/v] 0,1% [v/v] 0,1% [v/v]
TEMED 0,05% [v/v] 0,06% [v/v] 0,1% [v/v]
Laufpuffer
(Gelelektrophorese)
Transferpuffer
(Semidry-Blot-System)
Boratpuffer
(Tank-Blot-System)
Glycin 387 mM Glycin 194 mM Borsäure 450 mM
Tris-HCl 50 mM Tris-HCl 25 mM EDTA 20 mM
SDS 0,2 % [w/v] Methanol 20% mit NaOH pH 8,8 einstellen
TBS (10x, pH 7,6) TBST (1x)
Tris-HCl 200 mM TBS (10x) 10% [v/v]
NaCl 1,5 mM Tween-20 0,1% [v/v]
Signaldetektionslösung AB
Lösung A Lösung B
Tris-HCl (pH 8,0) 98,5 mM Tris-HCl (pH 8,0) 99,4 mM
Coumarsäure 0,39 mM H2O2 0,018% [v/v]
Luminol 2,46 mM
2.10.5 Densitometrische  Auswertung  zur  semiquantitativen  Analyse  der 
Expression
Die  semiquantitative  Analyse  der  Proteinmengen  eines  Zielgens  im  Verhältnis  zur 
Aktinkontrolle  erfolgte  mit  dem  Analyseprogramm  „DensoSpot“  der  AlphaImager 
Software.  Um  systematische  Abweichungen  in  der  Auftragsmenge  zu  berücksichtigen, 
wurde diese Analyse sowohl mit den Signalen der Zielproteine (SignalintensitätZielprotein), als 
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auch  mit  den  Signalen  der  dazugehörigen  Landekontrolle  (SignalintensitätLadekontrolle) 
durchgeführt.  Die  relative  Signalstärke  des  Zielproteins  errechnet  sich  aus  dem 
Quotienten der Zielproteinsignalstärke und der Aktinkontrollensignalstärke.
relative Signalstärke des Zielproteins =
Signalintensität Zielprotein
SignalintensitätLadekontrolle
Im  Anschluss  wurde  eine  Normalisierung  gegen  die  unbehandelte  Kontrolle 
vorgenommen, um eine relative Aussage über die Expressionsänderung des Zielproteins 
nach Behandlung vorzunehmen. 
relative Änderung des Zielproteins=
relative Signalstärke des Zielproteins
relative Signalstärkeder unbehandelten Kontrolle
2.10.6 Tissue-Micro-Array Analysen und Immunhistochemie
Für  den  Tissue-Micro-Array  (TMA)  wurden  jeweils  zwei  repräsentative  Areale  eines 
Gewebes  mit  einem  Stanzdurchmesser  von  0,6  mm  aus  dem  „Donor-Block“  in  den 
„Akzeptor-Block“  überführt.  Die  analysierten  TMAs  beinhalteten  15  „normale“  Lebern 
(ohne pathologischen Phänotyp), 37 prämaligne Vorläuferläsionen (Dysplastische Knoten; 
DNs),   161 HCCs (Grading:  34x G1,  96x G2,  24x G3 und 7x  G4),  17 Zirrhosen und 27 
pritumoröse  Gewebeproben  (ohne  pathologische  Veränderungen).  An  diesen  TMAs 
erfolgten  Immunhistochemiefärbungen  für  die  zu  untersuchenden  Proteine  mit  den 
entsprechenden Antikörpern (SIAH-1, SIAH-2, FBP-3, Ki67). Repräsentative 4 µm Schnitte 
wurden auf  ein  positiv  geladenen  Objektträger  aufgebracht  und über  Nacht  bei  42°C 
luftgetrocknet.  Anschließend wurden die Schnitte mittels Xylol  und einer absteigenden 
Alkoholreihe  entparaffiniert,  um  danach  die  immunhistochemische  Färbung 
durchzuführen.  Der  Epitopenaufschluss  erfolgte  durch  Aufkochen  der  Paraffinschnitte 
(600 Watt in der Mikrowelle, 3 x 5 Minuten) in Zitratpuffer (10 mM, pH 6). Anschließend 
wurde die  endogene Peroxidase  mit  1% H2O2 in  PBS für  30 min bei  RT blockiert.  Die 
Schnitte  wurden danach  mit  Leitungswasser  und 1x  PBS gewaschen.  Die  Objektträger 
wurden nun in einer blockierenden Lösung (PBS mit 5% Milchpulver und 5% Normalserum 
der  Spezies,  in  welcher  der  Zweitantikörper  generiert  wurde)  für  30  Minuten  bei  RT, 
gefolgt  von  2  x  15  Minuten-Inkubationen  mit  Avidin-Biotin-Blockierungslösungen, 
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behandelt  (Streptavidin/Biotin  Blocking  Kit,  Vector  Laboratories,  Burlingame/USA).  Die 
Lösung  wurde  dann  vom  Objektträger  entfernt,  gefolgt  von  der  Inkubation  mit  dem 
Erstantikörper  über  Nacht  bei  4°C.  Die  Antikörper  wurden  in  einem 
Antikörperverdünnungspuffer (ChemMate Antibody Diluent, DAKO) verdünnt (siehe 2.4.). 
Am nächsten Tag wurden die Schnitte zunächst mit 0,05% Triton in 1 x PBS, danach mit 1 x 
PBS gewaschen und anschließend mit einem biotinylierten Zweitantikörper (Verdünnung 
in 1 x PBS mit 2,5% Milchpulver; siehe 2.4) für 30 Minuten bei RT inkubiert. Nach einem 
Waschschritt mit 1 x PBS erfolgte die HRP-Konjugation des Zweitantikörpers,  durch die 
Behandlung mit einen AB-Komplex (Vectastain ABC Standard Kit) für 30 Minuten bei RT. 
Die Signaldetektion wurde, nach einem weiteren Wachschritt, durch eine Inkubation mit 
einer  Peroxidas-Substrat  Lösung  (1-20  Minuten,  DAB-Substrat-Kit)  durchgeführt.  Die 
Farbreaktion wurde mit Leitungswasser gestoppt und es erfolgte eine Kerngegenfärbung 
mit Hämalaun für 15-45 Sekunden. Die Schnitte wurden mit EUKITT eingedeckt.
Bei der Auswertung der TMAs wurden sowohl quantitative Parameter (0 – keine Färbung, 
1 – Färbung in ≤ 1% aller Zellen, 2 – Färbung in 2-10% aller Zellen, 3 – Färbung in 11 bis 
50%  aller  Zellen,  4  –  Färbung  in  ≥50%  aller  Fälle)  als  auch  qualitative  Parameter 
(cytoplasmatische  bzw.  nukleäre  Färbungsintensität:  0  –  keine  Färbung,  1  –  geringe 
Färbung,  2  –  deutliche  Färbung,  3  –  starke  Färbung)  durch  unabhängige  Beobachter 
erhoben.  Anschließend wurden die erhobenen Daten mit  den vorhandenen klinischen 
Parametern (z.B. Ätiologie, Geschlecht, Tumor-Staging) statistisch verglichen (Spearman 
Korrelationskoeffizient). Dafür wurden das Produkt aus Qualität und Quantität erhoben 
und im Anschluss statistisch ausgewertet. 
10mM Zitratpuffer pH 6
Zitronensäure 1,8 mM
Tri-Natrium-Zitrat 8,2 mM
2.10.7 Immunfluoreszenz
Die  Fluoreszenzmikroskopie  ist  eine  effektive  Methode  der  Lichtmikroskopie  zur 
subzellulären Lokalisierung von Proteinen. Die zu untersuchenden Zelllinien wurden auf 
runden Deckgläsern für 24 Std. kultiviert. Am folgenden Tag wurden diese 3 x mit 37°C 
warmen PBS (2 mM MgCl2) gewaschen. Für die sich anschließende Fixierung der Zellen, 
wurden die Plättchen für 10 Minuten in -20°C Methanol vorbehandelt und anschließend 
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30 Sekunden mit gekühltem Aceton (-20°C) behandelt. 
Tabelle 9: Verwendete Fluorochrome und Absorbtions/Emissionsmaxima
Fluoreszenzfarbstoff Absorptionsmaximum Emissionsmaximum
Alexa 488 495nm 519 nm
Cy3 550 nm 570 nm
DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol) 358 nm 461 nm
Die  fixierten  Zellen  wurden  2  x  5  Minuten  mit  PBS  gewaschen  und  mit  dem 
entsprechenden  Erstantikörper  in  Antikörperverdünnungspuffer  für  1  Std.  inkubiert. 
Danach wurden die Zellen 2 x 5 Minuten mit PBS gewaschen und für 30 Minuten mit dem 
entsprechenden  Zweitantikörper  in  Antikörperverdünnungspuffer  inkubiert.  Für  eine 
Gegenfärbung der Zellkerne wurde der Fluoreszenzfarbstoff DAPI (1:10000 Verdünnung in 
Antikörperverdünnungspuffer)  hinzugefügt.  Bei  Doppelfärbungen wurden jeweils  beide 
verwendeten  Erst-  und  Zweitantikörper bei  der  Inkubation  gleichzeitig  eingesetzt. 
Anschließend wurden die Zellen 2 x 5 Minuten mit PBS, kurz mit reinst H2O und 5 Minuten 
mit  100%igen  Ethanol  gewaschen.  Die  getrockneten  Zellkulturplättchen  wurden  mit 
Fluoromount G eingedeckt und über Kopf auf einem Objektträger im Dunkeln bei 4°C über 
3  Wochen  gelagert.  Die  Auswertung  der  Fluoreszenzfärbung  erfolgt  anschließend  am 
Spektralen Laser-Scanning-Konfokalmikroskop TCS SL (Leica).
2.11 Funktionelle Analysen
2.11.1 Bestimmung der Zellvitalität – „MTT-Assay“
Die Zellvitalitätsbestimmung beruht auf der Fähigkeit einer biologisch aktiven Zelle, ein 
Chromophor (modifiziertes Tetrazoliumsalz)  mit  Hilfe  mitochodrialer  Dehydrogenase zu 
einem  blauen,  wasserunlöslichen  Formazanfarbstoff  zu  reduzieren.  Die  Farbintensität 
korreliert  mit  der  metabolischen  Aktivität  der  Zellen,  wodurch  man  in  der  Lage  ist, 
Rückschlüsse auf ihre Vitalität (Lebensfähigkeit) zu erhalten. Die chemische Reduktion des 
Chromophors kann kolorimetrisch bestimmt werden und dient als Maß für die relative 
Zahl vitaler Zellen.  
Für  die  Ermittlung  der  Zellvitalität,  wurde  einen  Tag  nach  Inhibierung  die  Zellzahl 
bestimmt und jeweils 2000, 4000 und 6000 Zellen in 96-Well Platten ausgesät. Nach 2 – 5 
Tagen (Tag 2 und 3 – 6000 Zellen; Tag 4 – 4000 Zellen; Tag 5 – 2000 Zellen) wurde das 
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Medium von den Zellen entfernt und 100 µl frisches 0,5 mg/µl MTT enthaltenes Medium 
zugegeben.  Die  Zellen  wurden  anschließend  für  2-4  Std.  bei  37°C  im  CO2-Inkubator 
inkubiert. Nachdem Entfernen des Mediums wurden 100 µl DMSO/Ethanol (1:2) auf die 
Zellen gegeben und die Zellvitalität nach definierten Zeitpunkten gemessen. Die Messung 
des  Farbumschlages  erfolgte  im  ELISA  Reader  Multiscan  Ascent  bei  570  nm 
(Referenzwellenlänge  630  nm).  Für  die  Auswertung  bestimmte  man  die  relative 
Zellvitalität prozentual im Vergleich zu den Kontrollzellen (Kalibrator). 
2.11.2 Bestimmung der Proliferation – „BrdU-ELISA“
Zur  Bestimmung  der  Proliferationsrate  wurden  an  Tag  2  nach  Inhibierung  die  Zellen 
ausgezählt und 6000 Zellen auf einer 96-Well Platte ausgesät. Am darauf folgenden Tag 
wurden die Zellen, in Abhängigkeit von der Konfluenz, für 2 – 4 Std. in Medium mit 10 µM 
BrdU inkubiert. Proliferierende Zellen sind in der Lage, anstelle des Thymidins, das Brom 
markierte  Basenanalogon  desoxy-Uracil  einzubauen.  Durch  eine  Enzym-gekoppelte 
Färbung der  eingebauten  Nukleotidanaloga und den dadurch  bewirkten Farbumschlag 
kann die Anzahl proliferierender Zellen detektiert werden. Die Durchführung des Assays 
erfolgte  nach  Angaben  des  Herstellers.  Die  Messung  wurde  bei  450  nm 
(Referenzwellenlänge 630 nm) im ELISA Reader Multiscan Ascent durchgeführt.  Für die 
Auswertung  der  Messung  wurde,  wie  beim  MTT-Test,  die  relative  Proliferationsrate 
prozentual im Vergleich zu den Kontrollzellen (Kalibrator) bestimmt. 
2.11.3 Bestimmung der Apoptoserate – „FACS-Analyse“
Für die Bestimmung der Apoptoserate und der genauen Analyse des Zellzyklus wurden die 
behandelten Zellen mittels  FACS Analytik  untersucht.  Für  die  Analysen wurden immer 
Tripletts der einzelnen Proben verwendet. 
Nach  Inhibierung  wurden  die  Zellen  trypsiniert  und  zusammen  mit  dem 
Zellkulturüberstand  zentrifugiert  (10  Minuten,  800  rpm).  Anschließend  wurde  das 
Zellpellet in 1 ml PBS aufgenommen und 200 µl der Zellsuspension mit 500 µl Nicoletti-
Puffer  gemischt,  wodurch  eine  Färbung  mit  Propidiumiodid  erfolgte.  Im  FACS-Calibur 
wurden  dann  jeweils  10000  Zellen  pro  Probe  hinsichtlich  Granularität, 
Fluoreszenzintensität und Größe gemessen.  Propidiumiodid ist ein DNA-interkalierender 
Farbstoff, der sich sterisch bedingt nur mit einem gewissen Basenpaarabstand in die DNA 
einlagert, was zu einer gesteigerten Interkalationsrate bei zunehmender DNA Degradation 
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führt.  Daher  kann die  Fluoreszenzintensität  nicht  nur  als  Marker  für  die  DNA-Menge, 
sondern auch für den Degradationszustand der DNA verwendet werden. Das Ausmaß der 
DNA-Degradation  ermöglichte  Rückschlüsse  auf  frühe,  mittlere  und  späte  Apoptose, 
wobei  die  Menge  der  DNA  Aufschluss  über  die  Zellzyklusphasen  der  Zellen  gibt.  Je 
geringer die Fluoreszenz, desto höher der Grad der DNA-Degradation und umso weiter 
fortgeschritten ist der Prozess der Apoptose.
Die Apotoseanalyse erfolgte durch die logarithmische Auftragung der Zellzahl gegen die 
Fluoreszenzintensität  im  Acquisitionsprogramm  CellQuest  Pro™ (BD-Bioscience).  Das 
Programm Modfit Lt™ (Verity Software House Inc.) diente zur Analyse des Zellzyklus, in 
dem das Auftragen der graphischen Darstellung linear erfolgte. In den zur Auswertung 
erstellten Histogrammen wurde die Größe der DNA-Fragmente (X-Achse) gegen die Anzahl 
der Zellen (Y-Achse) aufgetragen. Während lebende Zellen einen charakteristischen G0/G1 
und  G2/M  Peak  aufwiesen,  war  die  fragmentierte  und  damit  kürzere  DNA  der 
apoptotischen  Zellen  links  neben  dem  Peak  der  G0/G1  Phase  zu  erkennen.  In  der 
logarithmischen Darstellung befand sich in den ersten drei Dekaden apoptotische Zellen, 
wobei in der dritten Dekade Zellen der frühen Apoptose, in der zweiten Dekade Zellen 
mittlerer  Apoptose und in der ersten Dekade die Zellen der späten Apoptose,  bzw.  in 
nekrotischem Zustand, aufgetragen waren. 
Nicolettipuffer
Propidiumiodid 50 mg/ml
Natrium-Citrat 0,1% [w/v]
Triton X-100 0,1% [v/v]
2.11.4 Bestimmung der Migration - „Scratch-Assay“
Zur Bestimmung der Migrationsfähigkeit der Zellen nach Inhibierung mittels siRNA wurde 
ein Scratch-Assay durchgeführt. Bevor mit dem Assay begonnen werden konnte, wurden 
16 gleichmäßige Quadrate auf den Boden eines jeden Wells mit dichtem Zellrasen einer 6-
Well Platte gezeichnet. Im Anschluss wurden die Zellen wie in 2.8.4 beschrieben inhibiert. 
An Tag 3 nach Inhibierung wurde das Medium abgesaugt und die Zellen für 3 Std. mit 5 
µg/ml Mitomycin C mit Antibiotika haltigem Medium ohne FCS, behandelt. Anschließend 
wurde  mit  Hilfe  einer  Pipettenspitze  4  x  pro  Well  der  konfluenten  Zellrasen  zerstört 
(Scratch).  Hierbei  war darauf  zu  achten,  dass  eine möglichst  gerade und gleichmäßige 
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Furche durch den dichten Zellteppich erzeugt wurde.  Die Zellen wurden mehrfach mit 
FCS-freiem Medium gewaschen,  bis  sich  der  Rand der  entstandenen Furche  geglättet 
hatte und keine Wülste mehr aufwies (Abwaschen locker hängender Zellen). Nun wurden 
die  ͵Scratchesʹ  mit  einem  Durchlichtmikroskop,  unter  Zuhilfenahme  einer  Altra  20 
Olympus Kamera, dokumentiert (16 Photos/Well).  Danach wurde das Medium entfernt 
und die Zellen für 24 Std. mit dem HGF (hepatocyte growth factor, 20 ng/ml) behandelt. 
Am  folgenden  Tag  wurden  Zellen  mit  FCS-freiem  Medium  gewaschen  und  erneut  16 
Photos/Well  angefertigt,  wobei  die vorgezeichneten Quadrate eine Dokumentation der 
gleichen  Bereiche  ermöglichte.  Für  die  Auswertung  der  Messung  wurde  die  relative 
Migrationsfähigkeit prozentual im Vergleich zu den Kontrollzellen (Kalibrator) bestimmt. 
2.11.5 Bestimmung der Klonogenität
Für die Bestimmung der Klonogenitätsfähigkeit wurden die Zellen wie in 2.8.4 beschrieben 
inhibiert. An Tag 1 nach Inhibierung wurden diese gezählt und 2000 Zellen (HuH-7) bzw. 
6000 Zellen (Hep3B)  auf  6 cm Platten ausgesät.  Nach 5 Tagen Wachstum wurden die 
Kolonien mittels Kristallviolettfärbung, wie in Gillies et al. (1986) beschrieben angefärbt.122 
Dafür  wurde  das  Medium  von  den  Zellen  entfernt  und  anschließend  1x  mit  PBS 
gewaschen, gefolgt von der Kristallviolettfärbung (1% Kristallviolett in 50% Ethanol) für 10 
Minuten. Die Kulturschalen wurden nach der Färbung unter fließendem Leitungswasser 
gewaschen und bei RT im Dunkeln getrocknet. Die anschließende digitale Dokumentation 
erfolgte  mit  dem  AlphaImager. Für  die  Auswertung  der  Messung  wurde  die  relative 
Klonogenität prozentual im Vergleich zu den Kontrollzellen (Kalibrator) bestimmt. 
2.12 Statistische Analysen
Die Daten wurden als Durchschnitt +/- Standardabweichung dargestellt. Alle statistischen 
Auswertungen  wurden  mit  Hilfe  der  SPSS  16.0  Software  (SPPS;  Chicago,  USA) 
durchgeführt. Der Spearman-Korrelations-Koeffizient wurde als ein statistisches Maß für 
die Auswertung der TMA-Array-Daten verwendet. Der Vergleich zwischen zwei Gruppen 
wurde mit dem nichtparametrischen Mann-Whitney U Test durchgeführt. Der U-Test ist 
ein  Homogenitätstest  und  dient  der  Überprüfung  der  Signifikanzen  von 
Übereinstimmungen zweier Verteilungen. Die Signifikanzlevel wurden wie folgt definiert: 
*p <0.05, ** p <0.01, und *** p <0.001. 
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3. Ergebnisse
Im Rahmen von Expression-Profiling-Analysen von primären humanen HCCs wurde die 
differentielle Regulation von Genen mit maßgeblichem Einfluss auf die Tumorprogression 
identifiziert. Zu diesen gehören u.a. Wachstumsfaktoren  (z.B.  insulin like growth factor 
(IGF-II)123)  und  Mikrotubulus-destabilisierende  Faktoren  (Stathmin  (STMN1)124).  Auch 
Bestandteile  des  Ubiquitin-Proteasom-Systems  wurden  im  Rahmen  der  cDNA-Micro-
Arrays in ihrer Expression dysreguliert nachgewiesen. So konnte eine deutliche Reduktion 
der Expression von SIAH-1 in 30% der untersuchten HCCs beobachtet werden.52 
3.1  Expression von SIAH-1 und SIAH-2 in der Hepatokarzinogenese
Um die Expression der SIAH Familienmitglieder im HCC Gewebe auf Transkriptebene zu 
analysieren, wurden genspezifische semiquantitative “real-time” PCR-Analysen für SIAH-1 
und SIAH-2 an einem Kollektiv von HCCs (n = 70) im Vergleich zu normalem Lebergewebe 
(n = 3) durchgeführt. Die Ergebnisse bestätigten für SIAH-1 die cDNA-Micro-Array Daten 
und zeigten eine Reduktion um den Faktor  ≥ 2 in 33% (23/70) der untersuchten HCCs, 
während in 67% (47/70) keine Regulation zu verzeichnen war (Abb. 4A).
Abbildung 4: Relative Transkriptmengen von SIAH-1 und SIAH-2 in primären humanen HCCs. 
Unter Verwendung einer semiquantitativen “real-time” PCR-Analyse wurde die Transkriptmenge 
der Ubiquitin-Ligasen SIAH-1 und SIAH-2 analysiert. Die horizontalen Linien repräsentieren die 2-
fache Änderung im Vergleich zu normalen Lebern (Mittelwert aus Proben von 3 gesunden Lebern).
Im Gegensatz dazu, konnte für SIAH-2 lediglich eine Regulation in 13% (hochreguliert: 3%; 
runterreguliert: 10%), auf mRNA-Ebene um mind. den Faktor 2, nachgewiesen werden. In 
87% (61/70) der analysierten HCCs war keine Änderung der Expression im Vergleich zu 
normalen Lebern zu detektieren (Abb. 4B).
Für die nähere Untersuchung der Expression und der subzellulären Verteilung von SIAH-1 
und SIAH-2 im Verlauf der humanen Hepatokarzinogenese, wurden Micro-Tissue-Arrays, 
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welche  Gewebeproben  von  gesunden  Lebergeweben,  prämaligne  Vorläuferläsionen 
(Dysplastische Knoten, DNs) und HCCs mit unterschiedlichen Entdifferenzierungsgraden 
beinhalteten, immunhistochemisch analysiert. 
Abbildung 5: Expression von SIAH-1 und SIAH-2 in Leber- und Tumorgewebe
Tissue-Micro-Array  Analysen  von  SIAH-1  und  SIAH-2  zeigten  eine  exklusive  zytoplasmatische 
Lokalisation in  der  normalen Leber.  Mit  dem Grad  der  Entdifferenzierung ist  eine  signifikante 
nukleäre Akkumulation beider Ligasen zu beobachten. Skala: 100 µm
Beide  Ligasen  zeigten  eine  exklusive  zytoplasmatische  Lokalisation  in  gesundem 
Lebergewebe.  Während  für  SIAH-2  eine  homogene  zytoplasmatische  Färbung  in 
Parenchymzellen beobachtet  werden konnte,  zeigte  SIAH-1 im normalen Lebergewebe 
eine ungleichmäßige Färbung (Abb. 5). Insbesondere für SIAH-1 konnte eine Tendenz zur 
Expression  in  periportal-lokalisierten  Hepatozyten  entlang  der  Leberlappengrenzen 
festgestellt werden (Abb. 6A).
Besonders häufig war die nukleäre Akkumulation in Tumorzellen zu beobachten, welche 
entlang  von  Stromasepten  angeordnet  waren  (Abb.  6B).  Im  Verlauf  der 
Hepatokarzinogenese, d.h. vom gesunden Lebergewebe, über DNs zu HCCs, konnte eine 
Zunahme der nukleären Akkumulation von SIAH-1 und SIAH-2 verzeichnet werden (SIAH-1 
- Abb. 6C; SIAH-2 – Abb. 6D). In der normalen Leber war keine Kernfärbung für SIAH-1 und 
SIAH-2 nachweisbar. In den DNs war eine Akkumulation von SIAH-1 in 8%, wohingegen in 
den untersuchten HCCs eine 31%ige nukleäre Akkumulation von SIAH-1 detektiert werden 
konnte. Für SIAH-2 ist dieses Phänomen ebenfalls zu beobachten, hier zeigten 50% der 
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DNs  eine  starke  nukleäre  Akkumulation  und  62%  der  analysierten  HCCs  wiesen  eine 
SIAH-2 Akkumulation auf. 
Abbildung 6: SIAH-1 und SIAH-2 Expression im HCC
Tissue-Micro-Array Analysen von SIAH-1 und SIAH-2 zeigten eine zytoplasmatische Expression von 
SIAH-1 in den Hepatozyten entlang der Leberlappen (A; Skala: 400 µm; Pfeile: SIAH-Färbung an der 
Leberlappenbegrenzung), sowie eine Stroma-assoziierte nukleäre Akkumulation von SIAH-1 und 
SIAH-2  in  HCCs  (B;  Skala:  100  µm;  Pfeile:  SIAH-Färbung  entlang  der  Stromasepten).  Die 
Darstellung der Verteilung von nukleärer Expression der Ligasen SIAH-1 (C) und SIAH-2 (D) in den 
analysierten Geweben, verdeutlicht die zunehmende Anreicherung im Zellkern mit dem Prozess 
der malignen Transformation.
Die  statistische  Analyse  der  zytoplasmatischen SIAH-1  Färbung  in  Leber,  DN und HCC 
verdeutlichte  eine  verringerte  zytoplasmatische  Expression  von  SIAH-1  in  den 
Tumorgeweben  im  Vergleich  zu  normalen  Lebern  (Abb.  7).  Ein  weitere  statistisch 
signifikante Abnahme der zytoplasmatischen SIAH-1 Expression vom DN zum HCC konnte 
nicht beobachtet werden. Dem gegenüber konnte eine statistische signifikante Zunahme 
der  nukleären  Färbung  für  SIAH-1  und  SIAH-2  in  den  prämalignen  DNs  (SIAH-1:  8%, 
SIAH-2: 50%) und in den Karzinomen (SIAH-1: 31%, SIAH-2: 62%) detektiert werden. Die 
nukleäre  Akkumulation  von  SIAH-1  und  SIAH-2  korrelierte  in  der  Gruppe  der  HCCs 
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moderat und invers miteinander (r = -0,222, p = 0,006).    
Abbildung 7: Boxplot Darstellung der Micro-Tissue-Array-Daten
Graphische  Darstellung  der  zytoplasmatischen  und  nukleären  SIAH-1  und  SIAH-2  Färbung 
(qualitativer x quantitativer Parameter) in normalen Lebern, DNs und HCCs. Der Boxplot ist ein 
Diagramm,  welches  für  die  graphische  Darstellung  einer  Reihe  numerischer  Daten  verwendet 
wird. Alle Werte, also der Median (Zentralwert), die zwei Quartile  und die beiden Extremwerte, 
sind  dargestellt.  In  der  Darstellung  gibt  es  einzeln  dargestellte  Punkte,  welche  die  Ausreißer 
darstellen. 
In der Gruppe der normalen Lebern, DNs und HCCs konnte eine moderate signifikante 
Korrelation zwischen nukleärer Akkumulation von SIAH-1 und SIAH-2 mit dem Grad der 
Entdifferenzierung verzeichnet werden (SIAH-1: r = 0,179, p = 0,008; SIAH-2: r = 0,375, p 
<0,0001). In der Gruppe der HCCs war für SIAH-2 darüber hinaus eine positive Korrelation 
der nukleären Expression mit der Tumorzell-Proliferation  zu beobachtet (Ki67 Färbung; r = 
0,346, p < 0,001; Abb. 8). 
Abbildung 8: Expression von Ki67 in Leber- und Tumorgewebe
Tissue-Micro-Array Analysen von Ki67 zeigten eine positive Korrelation in der Gruppe der HCCs mit 
der nukleären Expression von SIAH-2. Skala: 100 µm
Es konnte keine Korrelation der SIAH-1 und SIAH-2 Expression mit der Tumor-Ätiologie 
(z.B. HBV/HCV Infektion) oder anderen Parameter (z.B. Geschlecht, Alter, Tumor-Staging) 
nachgewiesen werden. Diese Daten belegen, dass SIAH-1 und SIAH-2 auf Transkriptebene 
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unterschiedlichen  Regulationsmechanismen  unterliegen.  Für  beide  Ubiquitin-Ligasen 
konnte  jedoch  während  des  Prozesses  der  Hepatokarzinogenese  eine  verstärkte 
Lokalisation im Zellkern von Tumorzellen detektieren werden.
3.2  Subzelluläre  Lokalisation  und  Expression  von  SIAH-1  und  SIAH-2  in  HCC-
Zelllinien
Die initialen Daten verdeutlichten,  dass neben der reduzierten Expression von SIAH-1, 
eine  nukleäre  Expression  für  beide  Ligasen  in  humanen  HCC-Geweben  vorlag.  Diese 
Resultate legten den Schluss nahe, dass die nukleäre Translokation von SIAH-1 und SIAH-2 
ein wichtiges Ereignis für die Tumorzelle darstellt. Aus diesem Grund wurde die Expression 
und  subzelluläre  Lokalisation  beider  Ligasen  in  den  entsprechenden  in  vitro 
Modellsystemen (HCC-Zelllinien) analysiert.
3.2.1 Untersuchung der Expression und Lokalisation von SIAH-1 und SIAH-2 in 
HCC-Zelllinien
Zur  Untersuchung  der  subzellulären  Lokalisation  von  SIAH-1  und  SIAH-2  in  den 
verschiedenen  Lebertumor-Zelllinien  (HuH-7,  HepG2  und  Hep3B),  wurden 
zytoplasmatische und nukleäre Proteinfraktion von konfluenten Zellkulturen präpariert. 
Abbildung 9: Nukleäre Lokalisation von SIAH-1 und SIAH-2 in HCC-Zelllinien
Die  Proteinfraktionierung  bestätigte  die  Kernlokalisation  von  SIAH-1  und  SIAH-2  in  den 
untersuchten  Zelllinien  (HuH-7,  HepG2  und  Hep3B).  Für  SIAH-1  konnte  daneben  auch  eine 
zytoplasmatische Expression beobachtet werden. Als Marker für die Qualität der Fraktionierung 
dienten α-Tubulin (Zytoplasma) und Lamin A/C (Nukleus).
Die  Fraktionierung und die  sich  anschließenden Western-Blot  Analysen  verdeutlichten 
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eine deutliche nukleäre Expression von SIAH-1 und SIAH-2 in allen untersuchten Zelllinien. 
Für SIAH-1 konnte neben der Expression in der Kernfraktion auch eine zytoplasmatische 
Lokalisation belegt werden (Abb. 9). Um die Qualität der Aufreinigung zu überprüfen und 
somit Kontaminationen durch Präparationsfehler auszuschließen, wurden die Proben auf 
die Expression von Zellkompartiment-spezifische Proteinen hin untersucht. Als Marker für 
die  zytoplasmatische  Fraktion  diente  α-Tubulin,  ein  Hauptbestandteil  des 
Mikrotubulusskeletts.  Zur  Kontrolle  der  Kernfraktion  wurde  Lamin,  ein 
Intermediärfilament  welches  mit   membrangebundenen  Proteinen  an  der  inneren 
Kernmembran  verankert  ist,  verwendet.  Für  alle  Fraktionierungen  konnten  keine 
detektierbaren Kontamination durch Proteine  anderen Fraktionen festgestellt werden.
  
Abbildung 10: Immunfluoreszenzfärbungen von SIAH-1 und SIAH-2 in HCC-Zelllinien
Immunfluoreszenzfärbungen für SIAH-1 und SIAH-2 in HCC-Zelllinien (darstellt sind HuH-7 Zellen) 
verifizierten  die  prominente  nukleäre  Lokalisation  und  zeigten  für  SIAH-2  eine  deutliche 
membranassoziierte  Färbung.  Reihenfolge  der  Darstellungen:  1.  spezifischen  SIAH-Färbung;  2. 
spezifische Kernfärbung (DAPI); 3.  MERGE beider Einzelbilder.  Skala: 20 µm; Pfeile: Markierung 
Membranfärbung
Immunfluoreszenzmikroskopische  Untersuchungen  an  Tag  3  nach  Aussäen  der  Zellen, 
bestätigten die prominente nukleäre Lokalisation der beiden Ubiquitin-Ligasen (Abb. 10). 
Für  SIAH-2  zeigten  die  fluoreszenzmikroskopischen  Analysen  ebenfalls  eine  schwache, 
aber reproduzierbare submembranäre Lokalisation (Pfeile Abb. 10). Da bisher kaum Daten 
bezüglich der membranären Lokalisation für SIAH Moleküle beschrieben waren, wurden 
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weiterführende  Untersuchungen  mit  zytoplasmatischen,  nukleären  und  membranären 
Proteinfraktionen  durchgeführt  (Abb.  11).  Die  zusätzliche  Fraktionierung  der 
membranären Proteine konnte auch in der Western Blot Analyse die Membran-assoziierte 
Lokalisation von SIAH-2 in der Immunfluoreszenzanalyse bestätigen. Um die Reinheit der 
einzelnen Proteinfraktionen zu verifizieren, wurden Analysen mit bekannten Faktoren der 
einzelnen  Zellkompartimente  durchgeführt  (Zytoplasma:  α-Tubulin;  Membran:  E-
Cadherin;  Nukleus:  Ki67).  Die  Western  Blot  Analysen  belegten,  dass  in  den  einzelnen 
Fraktionen  keine  Kontaminationen  mit  anderen  Fraktionierungsbestandteilen 
nachzuweisen war,  so dass das membranäre Signal  für SIAH-2 wahrscheinlich auf  eine 
spezifische Interaktion der Ligase mit Membrankomponenten zurückzuführen war.
Abbildung 11: Bestätigung der membran-assoziierten Lokalisation 
von SIAH-2
Western  Blot  Analysen  (jeweils  40  µg  Protein/Spur)  der  SIAH-2 
Expression in  den verschiedenen Zellkompartimenten (dargestellt 
sind HuH-7 Zellen). Für SIAH-2 konnte neben der Expression in der 
Kernfraktion  auch  eine  leichte  membranäre  Expression 
nachgewiesen werden. Ki67 (Kern), E-Cadherin (Membran) und  α-
Tubulin  (Zytoplasma)  dienten  als  Kontrollen  für  die  Reinheit  der 
Proteinfraktionen.
Im Zuge der Untersuchungen der subzellulären Lokalisation von SIAH-1 und SIAH-2 mittels 
Immunfluoreszenz, wurden auch Doppelfärbungen mit α-Tubulin, einem beschriebenen 
Interaktionspartner  der  SIAH-Proteine,  durchgeführt.125 Die  Ergebnisse  verdeutlichten, 
dass sowohl SIAH-1 als auch SIAH-2 während der Ana- und Telophase des Mitoseprozesses 
mit  den  Mikrotubulusfilamenten  der  Teilungsspindel  kolokalisieren  (Abb.  12).  Die 
Intensität der SIAH Färbung nahm zu den Spindelpolen hin noch zu. Dies verdeutlicht, dass 
die nukleäre Lokalisation beider SIAH-Familienmitglieder auch in den verwendeten HCC-
Zelllinien  nachweisbar  war.  Insbesondere  aufgrund  der  beobachteten  nukleären 
Akkumulation beider Ligasen,  stellten diese Zelllinien geeignete Modellsysteme für  die 
weiterführenden Untersuchungen zur Funktion von SIAH-1 und SIAH-2 in HCC Zellen dar. 
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Abbildung 12: Fluoreszenzmikroskopische Doppelfärbung von SIAH-1/-2 und α-Tubulin
Die  Untersuchung  belegte  die  Kolokalisation  von  beiden  SIAH  Familienmitgliedern  mit  dem 
Mikrotubulusapparat  während  der  chromosomalen  Segregation  in  der  Mitose.  Für  SIAH-1  ist 
beispielhaft eine häufig zu beobachtende tripolare Spindel dargestellt. Für SIAH-2 werden zwei 
nebeneinander liegende Mitosen gezeigt. Dargestellt wurden beispielhaft HuH-7 Zellen.
Die in den TMAs identifizierte inverse Korrelation der Expression von SIAH-1 und SIAH-2 
verdeutlichte, dass beide Proteine unabhängigen Regulationsmechanismen unterliegen. 
Darüber hinaus belegten die immunfluoreszenzmikroskopischen Daten aber auch, dass 
beide  Ligasen  in  räumlicher  Nähe  zur  Mitosespindel  während  der  chromosomalen 
Segregation lokalisiert  vorliegen.  Um die mögliche differenzielle Expression von SIAH-1 
und SIAH-2 im Rahmen der Mitose zu untersuchen, wurde die Expression beider Ligasen 
nach der Synchronisation des Zellzyklus analysiert (Abb. 13). Für SIAH-1 konnte ein über 
den Beobachtungszeitraum (Tag 1-7) stetig ansteigendes Expressionsniveau beobachtet 
werden. Für SIAH-2 zeigte sich ebenfalls ein Anstieg der Proteinmenge von Tag 1 bis Tag 3. 
Anschließend wurde ein Rückgang der SIAH-2 Expression detektiert, welcher erst ab Tag 6 
der Untersuchung wieder leicht Anstieg. 
Diese  Ergebnisse  belegen  erneut,  dass  für  beide  Ligasen  unterschiedliche 
Regulationsmechanismen  existieren  müssen,  welche  den  abweichenden 
Expressionprofilen nach Synchronisation des Zellwachstums zugrundeliegen.
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Abbildung  13:  Untersuchung  der  Expression  von  SIAH-1  und  SIAH-2  nach 
Zellzyklussynchronisation
Western Blot Analysen der Expression von SIAH-1 und SIAH-2 an 7 aufeinander folgenden Tagen, 
nach Synchronisation des  Zellwachstums (dargestellt  sind HuH-7 Zellen).  Die  densitometrische 
Auswertung  und  Normalisierung  gegen  die  Ladekontrolle  Aktin  verdeutlicht  die 
Konzentrationszunahme von SIAH-1 im Verlauf des Experiments und die alterierende Expression 
von SIAH-2 (Max: Tag 3). 
3.3  Optimierung des siRNA Transfektionsprozesses
Die bisherigen Ergebnisse zeigten neben einer unterschiedlichen Regulation von SIAH-1 
und SIAH-2 im Rahmen des Zellzyklus, auch eine präferentiell nukleäre Akkumulation in 
HCC Zelllinien.  Dies legt  den Schluss nahe, dass die Kernlokalisation der SIAH-Proteine 
unabhängig voneinander für die Hepatokarzinogenese von besonderer Bedeutung zu sein 
scheint.  Aus  diesem  Grund  wurde  in  den  weiterführenden  Untersuchungen  eine 
Reduktion  von SIAH-1 und SIAH-2 mittels  transienter  Transfektion von genspezifischer 
small interfering RNA (siRNA) vorgenommen.  Die RNAinterference (RNAi) ist ein Prozess, 
bei dem eine genspezifische doppelsträngige  RNA (dsRNA), ggf. nach der Prozessierung, 
am 5'-Ende phosphoryliert und in den ‚RNAi induced silencing complex’ (RISC) durch ATP-
abhängige RNA-Helicase Aktivität eingebaut wird und die Synthese eines Genproduktes 
durch die  Degradation  der  mRNA verhindert.126 Um eine möglichst  hohe  Effizienz  der 
RNAinterference zu erzielen, wurden im Vorfeld verschiedene experimentelle Parameter 
und ihr Einfluss auf die relative SIAH Expression untersucht.
siRNAs
Entsprechend der Kriterien für die Erstellung effizienter siRNAs, wurden für SIAH-1 und 
SIAH-2 jeweils 3 siRNAs designed, chemisch synthetisiert und transient in HCC Zelllinien 
transfiziert  (siehe  2.5).  Als  Kontrollen  dienten  sowohl  unbehandelte  Zellen  als  auch 
nonsense siRNA. Die Untersuchungen der siRNA-Effizienz wurde unabhängig sowohl für 
HuH-7 als auch für Hep3B Zellen durchgeführt.
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Initial  wurde  für  die  transiente  Transfektion  der  verschiedenen  siRNAs  jeweils  eine 
Endkonzentration  von  100  nM  eingesetzt.  Zur  Überprüfung  der  Inhibierungseffizienz 
erfolgten  Western  Blot  Analysen  (Abb.  14).  Für  SIAH-1  zeigten  die  siRNA  #1  und  #3, 
sowohl in HuH-7 (bis zu 85% nach densitometrischer Quantifizierung und Abgleich gegen 
das „house-keeping“ Gen β-Aktin; Abb. 14B oben) als auch in Hep3B Zellen (bis zu  90%; 
Abb. 14A oben) die größten Inhibierungseffizienzen. Die siRNA #2 zeigt im Vergleich zur 
nonsense siRNA und den unbehandelten Zellen nur eine geringe Effizienz (bis zu 17%). Die 
getesteten SIAH-2 siRNAs zeigten kein gleichmäßiges Bild in den verwendeten Zelllinien. 
Hier waren in HuH-7 Zellen (Abb. 14B unten) die siRNAs #1 und #3 am effektivsten (bis zu 
76%).  In Hep3B Zellen (Abb. 14A unten) zeigten die siRNAs #1 und #2 die deutlichste 
Inhibierungseffizienz im Vergleich zu den Kontrollen (bis zu 65%). 
Abbildung 14: Austestung der Inhibierungseffizienz von siRNA zur spezifischen Reduktion von 
SIAH-1 und SIAH-2
Es wurden jeweils 3 verschiedene siRNAs im Vergleich zu nonsense siRNA transfizierten Zellen und 
unbehandelten  Zellen  getestet.  Die  Zellen  wurden  an  Tag3  nach  Inhibierung  analysiert.  (A) 
Darstellung der Western Blot-Analysen der siRNA-Inhibierungen von SIAH-1 und SIAH-2 in Hep3B 
Zellen.  (B)  Western-Blot-Untersuchung  der  Inhibierungseffizienz  in  HuH-7  Zellen.  (C) 
semiquantitativen  “real-time”  PCR-Analysen  in  Hep3B-Zellen.  (D)  Darstellung  der 
semiquantitativen  “real-time” PCR-Analysen in HuH-7-Zellen. (schwarze Balken: nonsense siRNA 
behandelte und unbehandelte Zellen)
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Diese  Ergebnisse  konnten  auch  auf  mRNA-Ebene mittels  semiquantitativer  “real-time” 
PCR-Analyse bestätigt werden. Die Untersuchung der Inhibierungseffizienz zeigte, das die 
transiente Transfektion der Zellen mit der SIAH-1 und SIAH-2 spezifischen siRNA zu einer 
Reduktion der mRNA-Expression in den Hep3B Zellen um bis zu 84% (SIAH-1) bzw. 73% 
(SIAH-2) führte (Abb. 14C). In HuH-7 Zellen konnte eine maximale Reduktion von 86% für 
die SIAH-1 siRNA #1 und 72% für die SIAH-2 siRNA #1 erreicht werden (Abb. 14D). Für die 
im  Folgenden  beschriebenen  Optimierungsschritte  wurde  für  beide  Ubiquitin-Ligasen 
jeweils die siRNA #1 herangezogen, da mit dieser die deutlichste Reduktion von SIAH-1 
und SIAH-2 auf Protein- und mRNA-Ebene nachgewiesen werden konnten. 
siRNA Konzentration
Es ist bekannt, dass Transfektionen hoher Konzentrationen einer siRNA zu unspezifischen 
molekularen und biologischen Effekten in Zellen führen können.127 Daher wurden Hep3B 
und HuH-7 Zellen mit unterschiedlichen siRNA Konzentrationen (5 nM, 25 nM, 50 nM, 75 
nM  und  100  nM)  transient  transfiziert  und  die  Inhibierungseffizienz  unter  diesen 
Bedingungen getestet, um die geringste siRNA Konzentration zu bestimmen, bei der noch 
eine effiziente Inhibierung des Zielgens zu beobachten ist.
Abbildung 15: Einfluss der Menge SIAH-spezifischer siRNA auf die Inhibierungseffizienz
Die Proteinmenge von SIAH-1, 72 Stunden nach der transienten Transfektion von 5 mM, 25 nM, 50 
nM,  75  nM  und  100  nM  doppelsträngiger  siRNA  in  Hep3B  und  HuH-7  Zellen.  Schon  eine 
Konzentration von 5 nM genspezifischer siRNA führte zu einer effektiven Reduktion des Zielgens. 
Als Kontrollen dienten nonsense siRNA behandelte und unbehandelte Zellen.
Die Untersuchungen erfolgten beispielhaft mit der SIAH-1 siRNA #1, welche bei  hohen 
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Konzentrationen die effizientesten Inhibierungseffekte hatte. Die Daten der Western Blot 
Analyse (Abb. 15A) zeigten, dass auch die niedrigsten verwendeten Konzentrationen der 
siRNA zu einer effizienten Reduktion des SIAH-1 Expression führte. Dies Ergebnisse ließen 
sich für beide SIAH-Ligasen auf mRNA-Ebene bestätigen, auch hier zeigte die niedrigste 
siRNA-Konzentration eine effiziente Inhibierung von SIAH-1 und SIAH-2 (Abb. 15B).  Da 
durch  den  Einsatz  dieser  geringeren  siRNA-Konzentrationen  ebenfalls  optimale 
Inhibierungseffizienzen erzielt werden konnten, wurden alle folgenden Experimente mit 
einer Endkonzentration von 5 nM siRNA durchgeführt.
3.4  Reduktion  der  SIAH-1  und SIAH-2  Expression  durch  genspezifische siRNA 
Transfektion in HCC-Zellen
Entsprechend des etablierten Protokolls wurden Hep3B wie auch HuH-7 Zellen mit gegen 
SIAH-1  und  SIAH-2  gerichteten  siRNAs  transient  transfiziert.  Um  ggf.  existierende 
redundante biologische Effekte beider Ligasen identifizieren zu können, wurde neben den 
Einzel-  auch Doppelinhibierung für  SIAH-1 und SIAH-2 etabliert.  Hierfür  wurden beide 
siRNAs  in  der  etablierten  Konzentration  gleichzeitig  transfiziert  (Endkonzentration:  10 
nM).  Die an Tag 3 nach Transfektion isolierte mRNA wurde in einer semiquantitativen 
“real-time” PCR auf die Expression des jeweiligen Zielgens hin untersucht (Hep3B: Abb. 
16A; HuH-7: Abb. 16B).
Abbildung 16: Relative SIAH-1 und SIAH-2 Transkriptmenge nach siRNA Transfektion
Drei Tage nach Transfektion SIAH-1-spezifischer und SIAH-2-spezifischer siRNA wurde die Gesamt-
RNA isoliert und mittels semiquantitativer “real-time” PCR die relative Konzentration im Vergleich 
zu  unbehandelten  Zellen  (Kontrolle  =  Kalibrator)  in  Hep3B  Zellen  (A)  und  HuH-7  Zellen  (B) 
bestimmt.  (Inhibierung  SIAH-1:  hellgraue  Balken;  Inhibierungen  SIAH-2:  dunkelgraue  Balken; 
Kontrollen: schwarze Balken)
Die Analyse zeigte, das die Behandlung der Zellen mit der siRNA #1 gegen SIAH-1 und 
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SIAH-2 zu einer Reduktion der mRNA-Expression in den Hep3B Zellen um 87% (SIAH-1) 
bzw. 85% (SIAH-2) führte. Bei der kombinierten Behandlung mit beiden siRNAs konnte 
eine Inhibierung von 82% (SIAH-1) bzw. 86% (SIAH-2) erzielt werden (Abb. 16A). In HuH-7 
Zellen wurde bei den Einzelinhibierungen eine Reduktion von 95% für die SIAH-1 siRNA 
und  79%  für  die  SIAH-2  siRNA  erreicht.  In  der  Doppelinhibierung  zeigte  sich  eine 
Verminderung der Expression von 90-92% auf Transkriptebene (Abb. 16B). Im Rahmen der 
mRNA  Expressionsanalyse  wurden  auch  die  mRNA-Isolate  der  mit  SIAH-1  siRNA 
transfizierten  Zellen  auf  die  SIAH-2  mRNA  Konzentration  und  die  SIAH-2  siRNA 
transfizierten  Zellen  auf  die  SIAH-1  mRNA  Konzentration  hin  untersucht,  um  eine 
eventuelle  Unspezifität  aufgrund  des  hohen  Homologiegrades  beider  Ligasen  auf 
Nukleinsäureebene ausschließen zu können. In Hep3B und in HuH-7 Zellen konnten nur 
nicht signifikante Effekte auf das jeweils andere SIAH-Familienmitglied detektiert werden. 
Für alle durchgeführten Inhibierungen wurde durch die Transfektion mit der nonsense 
siRNA kein Einfluss auf die SIAH-1 und SIAH-2 mRNA Konzentration im Vergleich zu den 
unbehandelten Zellen nachgewiesen.
Um die Effekte der Inhibierung auch auf Proteinebene zu bestätigen,  wurde drei  Tage 
nach der genspezifischen siRNA Transfektion Gesamtproteinfraktionen isoliert und mittels 
Western  Blot  Analytik  analysiert.  Auch  bei  der  Proteinanalyse  wurden  die  jeweiligen 
Lysate  nach  SIAH-1  und  SIAH-2  Inhibierung  mit  dem  Antikörper  des  anderen  SIAH-
Familienmitglieds untersucht, um unspezifische Kreuzreaktionen auszuschließen.  
Abbildung 17: SIAH-1 und SIAH-2 Proteinreduktion nach genspezifischer siRNA Transfektion
Gesamtproteinextrakte von Hep3B Zellen (A) und HuH-7 Zellen (B) nach Transfektion mit SIAH-1-
spezifischer  siRNA oder  mit  SIAH-2-spezifischer  siRNA wurden  sowohl  auf  die  Expression  von 
SIAH-1 als auch von SIAH-2 hin untersucht. Des Weiteren wurden Doppelinhibierungen für SIAH-1 
und SIAH-2 durchgeführt. Als Kontrollen dienten Zellen, die mit nonsense siRNA transfiziert oder 
unter normalen Standardbedingungen kultiviert wurden.
Wie sich schon auf mRNA Ebene zeigte (Abb. 16) erzielte die SIAH-1-spezifische siRNA 
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eine nahezu vollständige Reduktion von SIAH-1 auf Proteinebene sowohl in Hep3B Zellen 
(Abb. 17A) wie auch in HuH-7 Zellen (Abb. 17B). Die effiziente Inhibierung von SIAH-1 von 
bis zu 80% konnte sowohl in der Einzel- als auch in der Doppelinhibierung beobachtet 
werden.
Auch  die  Daten  der  TaqMan  Analyse  für  SIAH-2  konnten  auf  Proteinebene  bestätigt 
werden. Es zeigte sich eine deutliche Reduktion von SIAH-2 nach transienter Transfektion 
der spezifischen siRNA in den Einzelinhibierung, wie auch in der Doppelinhibierung mit 
der  SIAH-2  spezifischen siRNA (bis  zu  90% Reduktion).  Die  Transfektion  der  nonsense 
siRNA  beeinflusste  die  SIAH-1  und/oder  SIAH-2  Konzentration  im  Vergleich  zu  den 
unbehandelten Kontrollzellen nicht.
3.4.1 Reduktion  der  Zellvitalität  nach  SIAH-1  und SIAH-2  Inhibierung  in  HCC-
Zellen
Nach  Etablierung  der  genspezifischen  Reduktion  von  SIAH-1  und  SIAH-2  wurden 
funktionelle  Untersuchungen  nach  Reduktion  der  Ubiquitin-Ligasen  durchgeführt. 
Zunächst  wurden  die  Auswirkungen  der  genspezifischen  siRNA  Transfektionen  auf  die 
Zellvitalität sowohl in Hep3B (Abb. 18A) wie auch in den HuH-7 Zellen (Abb. 18B) mittels 
MTT-Tests  (2.11.1)  untersucht.  Die  Zellen  wurden  wie  in  2.8.4  beschrieben  transient 
transfiziert,  in  definierter  Zelldichte  ausgesät  und  in  5  aufeinander  folgenden  Tagen 
analysiert. 
Abbildung 18: Einfluss der SIAH-Reduktion auf die Zellvitalität
Hep3B (A) und HuH-7 (B) Zellen wurden nach dem Standardprotokoll  mit den entsprechenden 
siRNAs  transfiziert  und  für  weitere  5  Tage  kultiviert.  Es  wurden  sowohl  Einzel-  wie  auch 
Doppelinhibierungen analysiert. An jedem Tag wurde die Messung der Zellvitalität durchgeführt. 
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus 8 unabhängige Messwerten mit der entsprechenden 
Standardabweichung.
Die Transfektion von nonsense siRNA zeigte keine Effekte in den untersuchten Zelllinien. 
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Im Vergleich zu den unbehandelten Zellen und nonsense siRNA transfizierten Kontrollen, 
war in den Hep3B und den HuH-7 Zellen eine signifikante Reduktion der Vitalität nach 
Inhibierung mit  den SIAH-spezifischen siRNAs zu erkennen. Eine Reduktion von SIAH-1 
führte zu einer signifikanten Vitalitätsreduktion von bis zu 63% ab Tag 3 nach Inhibierung 
(p < 0,001). Eine Abnahme der Vitalität um bis zu 64% konnte nach Inhibierung von SIAH-2 
gemessen werden (ab Tag 3; p < 0,001). Die Doppelinhibierung von SIAH-1 und SIAH-2 
führte ebenfalls zu einer signifikanten Vitalitätsreduktion, jedoch konnten keine additiven 
Effekte im Vergleich zu den SIAH-Einzelinhibierungen beobachtete werden (bis zu 67%, p < 
0,001).
3.4.2 SIAH-1  und  SIAH-2  sind  Regulatoren  der  Proliferation  und 
Tumorzellapoptose
Es wurde der Einfluss der genspezifischen transienten Inhibierung von SIAH-1 und SIAH-2 
auf die Proliferation in Hep3B (Abb. 19A) und HuH-7 (Abb. 19B) Zellen mit Hilfe eines 
BrdU-ELISAs untersucht. Die relative Anzahl proliferierender Zellen wird dabei durch den 
Einbau des Brom-markierten dUTPs als Basenanalogon in die DNA 3 Tage nach Inhibierung 
bestimmt.
Abbildung 19: Einfluss der SIAH-Reduktion auf die Zellproliferation in HCC-Zellen
Drei  Tage  nach  der  transienten  Transfektion  der  genspezifischen  siRNA  wurde  die  relative 
Proliferationsrate in Hep3B Zellen (A) und HuH-7 Zellen (B) bestimmt. Es wurden dabei sowohl die 
Einzelinhibierungen  (SIAH-1:  hellgrauer  Balken;  SIAH-2:  dunkelgrauer  Balken)  wie  auch  die 
Doppelinhibierung  (weißer  Balken)  im  Vergleich  zu  nonsense  siRNA  transfizierten  und 
unbehandelten  Zellen  (Kontrollen:  schwarze  Balken)  betrachtet.  Die  dargestellten  Werte  sind 
Mittelwerte aus 6 unabhängigen Messwerten mit Standardabweichungen.
Für SIAH-1 konnte eine signifikante Reduktion der Proliferation in Hep3B Zellen (-59%, p < 
0,01; Abb. 19A) sowie in HuH-7 Zellen (-71%; p < 0,01; Abb. 19B) festgestellt werden. In 
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Hep3B konnte nach SIAH-2 Inhibierung eine 38%ige Reduktion (p < 0,01; Abb. 19A) und in 
HuH-7 eine 50%ige Reduktion (p < 0,01; Abb. 19B) für SIAH-2 beobachtet werden. Die 
Doppelinhibierung  von  SIAH-1  und  SIAH-2  führte  ebenfalls  zu  einer  signifikanten 
Proliferationsminderung der transfizierten Zellen (Hep3B: -77%, p < 0,01; HuH-7: -56%, p < 
0,01). Diese Verringerung der Teilungsrate der Hep3B Zellen war in der Doppelinhibierung 
niedriger als bei der jeweiligen Einzelinhibierungen. Dieser Effekt konnte jedoch nicht in 
Experimenten mit HuH-7 Zellen bestätigen werden.
Da der Einfluss von SIAH-1 und SIAH-2 auf die Zellteilung nicht alleinig für den „Brutto“-
Vitalitätsverlust  verantwortlich  sein  muss,  wurde  ebenfalls  die  Apoptoserate  der 
Tumorzellen nach SIAH-1 und/oder SIAH-2 Reduktion analysiert.
Abbildung 20: Einfluss von SIAH-1 und SIAH-2 auf die Apoptose in HCC-Zellen
Hep3B (A) und HuH-7 (B) wurden in Dreifachansätzen mit SIAH-1 und/oder SIAH-2 spezifischer 
siRNA  transfiziert  und  nach  drei  Tagen  die  Apoptoserate  (FACS-Analyse)  oder  die  Caspase-
abhängige  Spaltung  von  PARP  untersucht.  In  FACS-Analysen  wurde  anhand  der 
Fluoreszenzintensität,  die  mit  der  DNA-Degradation  in  apoptotischen  Zellen  korreliert,  die 
Apoptoserate  nach  Inhibierungen  (SIAH-1:  hellgraue  Balken;  SIAH-2:  dunkelgraue  Balken; 
Doppelinhibierung: weiße Balken) im Vergleich zu den Kontrollen (schwarze Balken) bestimmt. Zur 
Bestätigung der Daten wurden daneben auch die PARP-Spaltung mittels  Western Blot  Analyse 
bestimmt (Hep3B – C; HuH-7 - D). Die Menge der PARP-Spaltprodukte korrelierte hierbei mit der 
Aktivität der sogenannten Effektorcaspasen.
Die Apoptoserate der Tumorzellen nach Transfektion der SIAH-spezifischen siRNAs wurde 
mittels  FACS-Analytik  quantifiziert.  Mit  Hilfe  der  FACS-Analyse  kann  durch  den  DNA-
interkalierenden Farbstoff  Propidiumiodid der Degradationszustand der DNA untersucht 
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werden.  Dies  lässt  Rückschlüsse  auf  den  Apoptosestatus  der  Zellen  zu,  da  die 
Fragmentierung der genomischen DNA ein Kennzeichen der fortgeschrittenen Apoptose 
ist.  Des  Weiteren  erlaubt  diese  Methode  Rückschlüsse  auf  die  Verteilung  der  Zellen 
innerhalb des Zellzyklus.  Die alleinige Inhibierung von SIAH-1 und SIAH-2 bewirkte eine 
moderate, aber signifikante Induktion der Apoptose sowohl in Hep3B (Abb. 20A; bis zu 
2,9-fach; p < 0,05) wie auch in HuH-7 Zellen (Abb. 20B; bis zu 2,3-fach; p < 0,05). Die 
Doppelinhibierung der SIAH-Familienmitglieder zeigte eine immer noch moderate, aber 
deutlichere Steigerung der Apoptoserate in beiden untersuchten Modellsystemen (bis zu 
4,2-fach;  p  <  0,05).  Signifikante  additive  Effekte  durch  die  kombinierte  Reduktion  von 
SIAH-1 und SIAH-2 konnte auch bei der Untersuchung der Apoptose im Vergleich zu den 
Einzelinhibierungen  nicht  verzeichnet  werden  (Abb.  20).  Es  konnte  kein  signifikanter 
Einfluss auf den Zellzyklus nach Inhibierung von SIAH-1 und SIAH-2 beobachtet werden.
Aufgrund der geringen Veränderung der Apoptoserate nach Inhibierung beider Ubiquitin-
Ligasen,  wurde eine unabhängige  Analysemethode zur  Darstellung dieser  biologischen 
Effekte gewählt. Der proteolytische Abbau des DNA-Reparaturenzyms PARP (Poly [ADP-
Ribose] Polymerase-1) durch die Effektor-Caspase-3 kann als Indikator für die Induktion 
der  Apoptose  genutzt  werden.  Für  die  Reduktion  der  SIAH-Familienmitglieder,  in  den 
Einzel- wie auch Doppelinhibierungen konnte eine moderate und vergleichbare Induktion 
der PARP-Spaltung in das 89 kDa große Spaltprodukt nachgewiesen werden. Die nonsense 
siRNA  Transfektion  zeigte  im  Vergleich  zu  unbehandelten  Zellen  in  keiner  der 
durchgeführten Analysen einen Einfluss auf die Apoptose der Tumorzellen. 
3.4.3 Bestimmung der Klonogenität nach Inhibierung von SIAH-1 und SIAH-2
Um die wachstumsfördernden Effekte von SIAH-1 und SIAH-2 auf HCC-Zellen näher zu 
untersuchen,  wurden  Klonogenitätsassays  nach  der  spezifischen  Inhibierung  der 
Ubiquitin-Ligasen  durchgeführt.  Diese  ermöglichten  die  Analyse  des  Zellwachstums  zu 
Kolonien  nach  Modulation  der  SIAH  Expression  und  lassen  so  Aussagen  über  die 
protumorigenen Eigenschaften der SIAH-Familienmitglieder zu.
Wie  die  Daten  der  Proliferationsanalyse  andeuteten,  konnte  eine  Reduktion  der 
Klonogenität in Hep3B (Abb. 21A) und HuH-7 Zellen (Abb. 21B) nach SIAH-1 und SIAH-2 
Inhibierung im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen nachgewiesen werden. Für 
die alleinige Reduktion von SIAH-1 zeigte sich eine bis zu 32%ige Verminderung, für die 
Reduktion  von  SIAH-2  eine  bis  zu  24%ige  Verminderung  des  Koloniewachstums.  Die 
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kombinierte  Transfektion  der  SIAH-spezifischen  siRNAs  zeigte  eine  bis  zu  30%ige 
Reduktion im Vergleich zu den nonsense siRNA transfizierten und unbehandelten Zellen 
und ist somit nicht größer als der Einfluss der Einzelinhibierungen von SIAH-1 und SIAH-2.
Abbildung 21: Einfluss der SIAH-Reduktion auf das Koloniewachstum von HCC-Zellen
An 5. Tag nach Inhibierung erfolgte die Färbung der sich bildenden Kolonien mittels Kristallviolett. 
Es  wurde  die  relative  Klonogenität  der  Inhibierungen  (SIAH-1:  hellgraue  Balken;  SIAH-2: 
dunkelgraue Balken; Doppelinhibierung: weiße Balken) im Vergleich zu den Kontrollen (schwarze 
Balken) in Hep3B (A) und HuH-7 (B) Zellen bestimmt. 
3.4.4 Einfluss der Reduktion von SIAH-1 und SIAH-2 auf die Migration von HCC-
Zellen
Die bisherigen Daten belegen, dass SIAH-Familienmitglieder Regulatoren von Zellteilung 
und anti-Apoptose sind und somit am Tumorwachstum beteiligt sein können. Aufgrund 
des  Einflusses  von  E3  Ligasen  auf  zahlreiche  Zielstrukturen,  welche  u.a.  auch  die 
Mikrotubulusdynamik  beeinflussen  (z.B.  Kid)125,  ist  auch  eine  Beeinflussung  der 
Tumorzellmotilität denkbar. SIAH-1 wurde bereits im Zusammenhang mit der Regulation 
der  Zellmotilität  diskutiert.128 Aus  diesem Grund erfolgt  die  systematische Analyse der 
Migrationsfähigkeit von Hep3B und HuH-7 Zellen nach Inhibierung von SIAH-1 und SIAH-2 
mit Hilfe eines 2-dimensionalen Scratch-Assays, welcher eine Maß für die Motilität von 
Zellen unabhängig von dem Vorhandensein einer extrazellulärer Matrix ist.
Die Zellen wurden wie unter 2.8.4 beschrieben transient transfiziert und am 4. Tag nach 
Inhibierung die relative Migration bestimmt (Abb. 22). Die Einzelinhibierung von SIAH-1 
und SIAH-2 zeigte eine signifikante Verminderung der Migrationsfähigkeit in Hep3B (Abb. 
22A; SIAH-1: -49%, p < 0,001; SIAH-2: -34%, p < 0,001) und HuH-7 (Abb. 22B; SIAH-1: 
-12%,  p  <  0,01;  SIAH-2:  -5%,  p  <  0,05).  Eine  kombinierte  Reduktion  der  E3-Ubiquitin-
Ligasen  belegte  eine  vergleichbare  Reduktion  der  Migration  in  den  verwendeten 
Modellsystemen  (bis  zu  48%ige  Migrationshemmung,  p  <  0,001)  im  Vergleich  zur 
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transienten Transfektion mit nonsense siRNA oder unbehandelten Zellen. 
Abbildung 22: SIAH-1 und SIAH-2 regulieren die Migrationsfähigkeit von HCC-Zellen
Für die Bestimmung der relativen Migration wurde ein Scratch-Assay am 4. Tag nach Inhibierung 
durchgeführt. Dabei wurde die HGF-induzierte Migration nach Inhibierungen (SIAH-1: hellgraue 
Balken;  SIAH-2:  dunkelgraue  Balken;  Doppelinhibierung:  weiße  Balken)  im  Vergleich  zu  den 
Kontrollen (schwarze Balken) ermittelt, digital dokumentiert und die freie, nicht durch Zellen aktiv 
geschlossene  Fläche  gemessen.  Um  proliferations-bedingte  Effekte  der  Tumorzellen  auf  den 
Schluss  des   Scratches  ausschließen zu  können,  wurde die  Proliferation chemisch unterdrückt 
(Mitomycin C). Die zellfreien Areale sind mit einer gestrichelten Linie markiert.
3.5  SIAH-Inhibierung  sensibilisiert  HCC-Zellen  gegenüber  die  Behandlung  mit 
Chemotherapeutika
Der Einfluss der SIAH Ligasen auf unterschiedliche tumor-relevante Prozesse verdeutlicht 
die  zentrale  Funktion  der  Enzyme  im  Tumorwachstum  und  Tumorzelldissemination. 
Insbesondere  die  Erhöhung  der  Tumorzellapoptose  nach  Verringerung  der  SIAH 
Bioaktivität deuten darauf hin, dass die Inhibierung von SIAH-1 und SIAH-2 Tumorzellen 
gegenüber der  Behandlung mit  Chemotherapeutika sensibilisieren könnte.  Aus  diesem 
Grund wurde die HCC Zellvitalität von Hep3B Zellen nach Applikation von subtoxischen 
Konzentrationen  von  Cisplatin,  Vinblastin  und  Paclitaxel  untersucht.  Cisplatin  inhibiert 
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durch  inter-  und  intramolekulare  Querverbindungen  der  DNA-Stränge,  die  DNA-
Replikation  und  durch  die  Bindung  an  freie  Sulfhydryl-Gruppen  des  Tubulins  dessen 
partielle Depolymerisierung. Cisplatin wird bei der Therapie des HCC und von Hoden- oder 
Ovarialkarzinomen  angewandt.  Vinblastin  gehört  zur  Gruppe  der  Vincaalkaloide  und 
beeinträchtigt  die  Mikrotubulusdynamik  durch Interaktion mit  dem Monomer Tubulin. 
Hierbei  wird  der  Prozess  der  Mikrotubuluspolymerisation  gehemmt  und  die 
Tumorzellmitose unterbunden. Es wird u.a. bei der Behandlung von Lymphdrüsentumoren 
und  Nierenzellkarzinomen eingesetzt.  Paclitaxel  gehört zur Gruppe der Taxane und ist 
ebenfalls ein Mitosehemmer, der im Gegensatz zu Vinblastin die Depolymerisation des 
Mikrotubulusnetzwerkes  inhibiert.  Paclitaxel  wird  zur  Behandlung  von  u.a 
Ovarialkarzinome,  Mammakarzinome,  Bronchialkarzinome  und  Prostatakarzinome 
verwendet.
Konzentrationskinetik der Wirkstoffe
Um den Grad der Sensibilisierung von Tumorzellen gegenüber der Behandlung mit diesen 
Substanzen analysieren zu können, wurden zunächst die vitalitätsreduzierenden Effekte 
der  Chemotherapeutika  in  Abhängigkeit  von  ihrer  Konzentration  auf  Hep3B-Zellen 
getestet (Abb. 23). Alle drei verwendeten Substanzen wurden mit einer Endkonzentration 
von 0,1 nM, 1 nM und 10 nM eingesetzt.  Nach 24 Stunden erfolgte die Messung der 
Zellvitalität mittels eines MTT-Tests. 
Abbildung 23: Einfluss der 
Zytostatikakonzentration auf die 
HCC-Zellvitalität
Hep3B-Zellen wurden mit Cisplatin 
(A), Vinblastin (B) und Paclitaxel (C) 
in  einem  Konzentrationsspektrum 
von  0,1  nM  bis  10  nM  für  24 
Stunden inkubiert. Die Vitalität der 
Zellen  wurde  mittels  MTT-Test 
bestimmt.  Als  Kontrollen  und 
Kalibrator  dienten  unbehandelte 
Zellen. Dargestellt sind Mittelwerte 
aus  8  Messwerten  mit  der 
entsprechenden  Standard-
abweichung.
Für alle drei verwendeten Chemotherapeutika konnte kein signifikanter Einfluss auf die 
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Vitalität  bei  einer  Konzentration  von  0,1  nM  verzeichnet  werden.  Die  24-stündige 
Behandlung  der  Zellen  mit  1  mM  Cisplatin  (Abb.  23A)  bewirkte  eine  Reduktion  der 
Zellvitalität  um 30%. Höhere Konzentrationen von Cisplatin führten zu keiner weiteren 
Vitalitätsreduktion. Vinblastin (Abb. 23B) zeigte bei einer Konzentration von 1 nM eine 
Abnahme der Vitalität von 21% und bei einer Konzentration von 10 nM eine Abnahme von 
31% der Vitalität. Nach der Behandlung mit 1 nM Paclitaxel (Abb. 23C) wurden 16% und 
für  10  nM  Paclitaxel  20%  Vitalitätsreduktion  nachgewiesen.  Für  alle  weiterführenden 
Experimente  wurden  die  niedrigsten  Konzentrationen  der  Medikamente  gewählt,  bei 
denen erste erkennbare zytotoxische Effekt beobachtet werden konnten (jeweils 1 nM).
Applikation von Chemotherapeutika nach Inhibierung von SIAH-1 und SIAH-2
Um eine mögliche Sensibilisierung der Tumorzellen nach Reduktion der SIAH Aktivität zu 
analysieren,  wurden HCC Zellen initial  mit  den genspezifischen siRNAs für  SIAH-1 und 
SIAH-2 sowohl in Einzel- als auch Doppelinhibierung transfiziert. Nach 48 Stunden begann 
die Behandlung mit dem jeweiligen Chemotherapeutikum (1 nM) für weitere 24 Stunden, 
um anschließend die Zellvitalität mittels MTT-Test zu bestimmen. Als Kontrollen dienten 
neben unbehandelten Zellen auch Zellen, die nur mit den entsprechenden Wirkstoffen 
oder mit  nonsense siRNA transfiziert  und mit der entsprechenden Substanz behandelt 
wurden (Abb. 24).
Nach  Inhibierung  der  SIAH  Ligasen  konnte  ebenso  eine  signifikante  Reduktion  der 
Tumorzellvitalität  nachgewiesen  werden  (siehe  3.4.1)  wie  auch  nach  der  alleinigen 
Behandlung mit den Chemotherapeutika. Eine zusätzliche Behandlung der transfizierten 
Zellen mit  den Chemotherapeutika (Cisplatin Abb.  24A;  Vinblastin Abb.  24B;  Paclitaxel 
Abb. 24C) zeigte eine signifikante Verstärkung der Vitalitätsreduktion im Vergleich zu den 
alleinigen Inhibierungen bzw.  der  Behandlung der  HCC-Zellen mit  den Zytostatika.  Die 
stärkste Vitalitätsreduktion konnte durch die Behandlung mit Vinblastin nach SIAH-1 und 
kombinierter  SIAH-1/-2  Inhibierung  erzielt  werden.  Diese  Behandlung  führte  zu  einer 
signifikanten  Verstärkung  der  Vitalitätsreduktion  um  ca.  56%  im  Vergleich  zu  SIAH-1 
Einzelinhibierung  (p  <  0,001).  Die  Kombination  von  Doppelinhibierung  und  1  nM 
Vinblastin  führte  zu  einer  Reduktion  der  Vitalität  um  weitere  76%  im  Vergleich  zur 
Doppelinhibierung von SIAH-1 und SIAH-2 (p < 0,001). Diese Resultate verdeutlichen, dass 
die  effiziente  Inhibierung  von  SIAH  Familienmitgliedern  (und  hier  vor  allem  die 
kombinierte  Reduktion  der  SIAH-1  und  SIAH-2  Bioaktivität)  zu  einer  signifikanten 
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Sensibilisierung von HCC Zellen gegenüber der Behandlung mit zytotoxischen Substanzen 
führte.  Insbesondere  bei  der  Verwendung  von  Mikrotubulus-destabilisierenden 
Substanzen  (Vinblastin)  mit  der  SIAH-1/-2  Inhibierung  konnte  eine  maximale 
Vitalitätsreduktion (Restvitalität  4%) der HCC Tumorzellen erzielt  werden. Die effektive 
Reduktion  der  Bioaktivität  von  nukleärem SIAH-1  und SIAH-2  ist  somit  eine  effiziente 
Möglichkeit  zur  Sensibilisierung  von HCC-Zellen  und stellt  eine  neue  und  interessante 
Therapieoption z.B. bei der Entwicklung kleiner inhibitorischer Moleküle dar.
Abbildung  24:  Vitalitätsreduktion  von HCC Zellen  durch  kombinierte  siRNA-  Inhibierung  von 
SIAH-1 und SIAH-2 und Applikation von Zytostatika
An Tag  3  nach  Inhibierung  der  SIAH-Ligasen  wurde  die  24-stündige  Behandlung  mit  je  1  nM 
Cisplatin (A), Vinblastin (B) und Paclitaxel (C) begonnen. Im MTT-Test wurden die Effekte der siRNA 
Transfektionen  plus  Wirkstoffgabe  (hellgraue  Balken)  im  Vergleich  zu  den  verschiedenen 
Kontrollen analysiert (Inhibierungen alleine -  dunkelgraue Balken; nonsense siRNA Transfektion 
mit und ohne Wirkstoff, Wirkstoff alleine und unbehandelte Zellen - schwarze Balken).
3.6  p53-abhängige Regulation von SIAH Ligasen in HCC-Zellen
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In  verschiedenen  in  vitro Modellsystemen  wie  Lymphomzelllinien  oder 
Nierenzellkarzinomzelllinien wurde SIAH-1 als positives Zielgen des Tumorsuppressorgens 
p53  beschrieben.99,  108,  129-132 Aufgrund  des  möglichen  Zusammenhangs  zwischen  dem 
Funktionsverlust von p53 in HCC Zellen und der zu beobachtenden Reduktion der SIAH-1 
Expression,  wurde  in  verschiedenen  HCC  Modellsystemen  überprüft,  ob  ein  “loss  of  
function” von p53 für die beobachtete, verringerte SIAH-1 Expression verantwortlich sein 
kann.
In  einem  ersten  Ansatz  wurden  p53-transfizierte  Hep3B  Zellen  (normalerweise  p53-/-) 
genutzt  (Abb.  25),  welche  eine  temperatursensitive  p53-Mutante  (p53Val135) 
exprimieren. Durch den Wechsel der Kultivierungstemperatur auf 32°C kommt es zu einer 
Konformationsänderung des p53, welche die Bildung einer transkriptionell  aktiven p53 
Isoform induziert. 
Abbildung 25: SIAH-1-Expression nach temperatur-induzierbaren Expression von transkriptionell 
aktivem p53 in Hep3B Zellen
Die p53-transfizierten Hep3B-Zellen (4Bv – temperatursensitive Mutante; BT-2E – Kontrollzellen) 
wurden  für  24  Stunden  bei  37°C  und  32°C  (permissive  Temperatur)  kultiviert.  Anschließend 
erfolgte die Kontrolle der p53-Induktion auf mRNA-Ebene (A) und Proteinebene (B) durch den 
Nachweis des p53 Zielgens p21.  Parallel  erfolgte die Analyse der SIAH-1 Expression unter den 
verschiedenen experimentellen Bedingungen auf Proteinebene (B).
Da die transkriptionell aktive p53-Isoform im Western Blot nicht analysiert werden kann, 
erfolgte der Beleg der p53-Induktion über den Nachweis des p53-Zielgens p21. Zum Einen 
ist  eine  Induktion  von  p21  bei  der  permissiven  Temperatur  (32°C)  in  der 
temperatursensitiven Mutante (4Bv)  auf  mRNA-Ebene im Vergleich zur  Kontrollzelllinie 
(BT-2E)  und  den  beiden  Zelllinien  bei  37°C  zu  beobachten  (Abb.  25A).  Auch  auf 
Proteinebene konnte  eine deutliche Induktion von p21 in  den  4Bv-Zellen bei  32°C im 
Vergleich  zu  den  Kontrollen  gezeigt  werden  (Abb.  25B).  Eine  Änderung  der  SIAH-1 
Expression  konnte  unter  keiner  der  beschriebenen  Kulturbedingungen  verzeichnet 
werden.
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Abbildung 26: Einfluss der Inhibierung von wildtypischem und mutiertem p53 auf die SIAH-1 
Expression
In HepG2 (A) und HuH-7 (B) wurde mittels spezifischer siRNA p53 inhibiert. Anschließend wurde 
der SIAH-1 Expressionsstatus ermittelt.
In  einem  unabhängigen  Ansatz  wurden  die  Auswirkungen  der  Expression  von 
wildtypischem und mutiertem p53 auf die Expression von SIAH-1 und SIAH-2 analysiert 
(Abb. 26). Hierzu wurden HepG2-Zellen (wildtyp (wt) p53; Abb. 26A) und HuH-7-Zellen 
(“gain of function” Mutation von p53;124 Abb. 26B) für die Untersuchungen genutzt. Die 
Zellen wurden mit p53-spezifischer siRNA transfiziert und an Tag 3 nach Inhibierung die 
Gesamtproteinlysate  isoliert.  In  beiden  Zelllinien  konnte  eine  effiziente  Reduktion  der 
p53wt/mut Expression  erzielt  werden.  Es  konnte  auch  in  diesem  Versuchsansatz  keine 
Änderung des SIAH-1 Status beobachtet werden, was belegt, dass sowohl wildtypisches 
als auch mutiertes p53 keine regulatorischen Effekte auf die SIAH-1 Expression ausübt.
Abbildung 27: Einfluss der Expression von p53wt auf die SIAH-1 Expression 
(A) HepG2 Zellen wurden mit Doxorubicin über 48 Stunden behandelt und der p53 bzw. SIAH-1 
Expressionsstatus bestimmt. Des Weiteren erfolgte die Behandlung mit Nutlin-3 (4µM, 8 µM, 12 
µM) und die Bestimmung des p53 und SIAH-1 Status.
Um die p53-Unabhänigkeit der SIAH-1 Expression zu bestätigen, wurden HepG2 Zellen mit 
Doxorubicin,  einem  DNA-interkalierendem  Zytostatikum,  behandelt  (Abb.  27A). 
Doxorubicin  bindet  nichtkovalent  an  die  DNA  und  verhindern  die  Bindung  von 
Polymerasen,  wodurch  die  Replikation  gestört  wird.  Auf  zellulärer  Ebene  stellt  die 
Doxorubicinbehandlung eine Stresssituation für eine Zelle dar, welche zu einer Induktion 
von  p53  führt.  Die  Behandlung  mit  1  µM  Doxorubicin  wurde  über  48  Stunden 
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durchgeführt und zu definierten Zeitpunkten die Gesamtproteinlysate isoliert. Es konnte 
eine verstärkte Expression von p53 und eine moderate Änderung der SIAH-1 Expression 
verzeichnet  werden,  welche  wahrscheinlich  auf  die  durch  Doxorubicin  induzierte 
Apoptose  zurückzuführen  ist.  Neben  der  Änderung  der  p53-Expression  durch  DNA-
Schädigung, wurde auch die Analyse von HepG2 Zellen nach Behandlung mit Nutlin-3, 
einem MDM-2 Antagonisten, durchgeführt (Abb. 27B). Dafür wurden die Zellen mit 4 µM, 
8 µM und 12 µM Nutlin-3 versetzt und die Zellen nach 24 Stunden aufgearbeitet  und 
analysiert (Abb. 27B).  Auch unter  diesen Bedingungen konnte eine Induktion der p53-
Expression,  aber  keine  Änderung  des  SIAH-1  Expressionsniveaus  beobachtet  werden. 
Somit  können  für  HCC  Zellen  direkte  regulatorische  Effekte  von  p53  auf  die  SIAH-1 
Expression ausgeschlossen werden. 
3.7  Identifizierung von SIAH Zielstrukturen in HCC Zellen
Nachdem  der  Einfluss  der  Reduktion  von  SIAH-1  und  SIAH-2  auf  die  protumorigenen 
Effekte  in  HCC-Zellen  untersucht  wurde,  sollten  die  zu  Grunde  liegenden molekularen 
Effektor-Mechanismen näher  analysiert  werden,  durch welche die nukleäre  Expression 
der  beiden  Ubiquitin-Ligasen  die  HCC-Tumorzellproliferation  und  Migration  vermittelt. 
Bisher konnten über 50 beschriebene Bindungspartner für  die SIAH-Familienmitglieder 
(insbesondere für SIAH-1) identifiziert werden.110 Es wurde deshalb die Expression von 
ausgewählten  Bindepartnern  nach  Inhibierung,  welche  einen  potentiellen  Einfluss  auf 
Tumorzellproliferation  und  Migration  vermuten  lassen,  näher  untersucht.  Zu  diesen 
gehören  β-Catenin  (ein  Coaktivator  der  TCF  Transkriptionsfaktorfamilie),  BAG-1  (ein 
Regulator der Apoptose) oder T-Star (ein Regulator des RNA-Splicing-Prozesses). Die an 
Tag  3  nach  SIAH-1  und  SIAH-2  Inhibierung  isolierten  Gesamtproteinextrakte  wurden 
mittels  Western  Blot  Analyse  auf  die  Expression  dieser  Bindepartner  und  eines 
potentiellen Bindepartners (FIR;  FBP-interacting-repressor)  hin  untersucht  (Hep3B Abb. 
3.25A; HuH-7 Abb. 28B). Des Weiteren wurde die Auswirkung auf die Expression von FBP 
(far upstream element sequence (FUSE)-binding protein)-Familienmitglieder, welche zum 
Teil direkt mit FIR  interagieren, analysiert.
Die Analyse der beschriebenen Interaktionspartner BAG-1,  T-Star  und β-Catenin zeigte 
keine  Änderung  der  Expression  nach  Reduktion  der  SIAH-Familienmitglieder.  Ebenso 
konnte für den potentiellen Interaktionspartner FIR keine Regulation detektiert werden. 
Es wurde jedoch in beiden Zelllinien eine deutliche Verminderung von FBP-1 durch die 
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SIAH-2  und  von  FBP-3  durch  die  SIAH-1  Inhibierung  nachgewiesen  werden.  Nach 
Doppelinhibierung von SIAH-1 und SIAH-2 konnte die Verminderung von FBP-1 und FBP-2 
ebenfalls beobachtet werden.
Abbildung 28: Auswirkung der SIAH-spezifischen Inhibierung auf potentielle Interaktionspartner
Drei Tage nach der Transfektion der SIAH-1 und SIAH-2 spezifischen siRNA in Hep3B (A) und HuH-7 
(B) Zellen wurden Proteinextrakte auf den Expressionsstatus verschiedener Zielgene (β-Catenin, 
BAG-1, T-Star, FIR) und FBP-Familienmitglieder, im Vergleich zu den nonsense siRNA-behandelten 
und unbehandelten Zellen analysiert.
Der Zusammenhang zwischen der Expression von SIAH-Ligasen und FBPs konnte auch auf 
mRNA Ebene bestätigt werden (Abb. 29). Wie die Daten der Proteinanalyse andeuteten, 
konnte  eine signifikante Reduktion von FBP-1 (bis  zu  61%) nach Einzelinhibierung von 
SIAH-2 und in der Doppelinhibierung beider Ligasen beobachtet werden. Ebenso konnte 
auch  die  Reduktion  von  FBP-3  nach  SIAH-1  Einzelinhibierung  und  SIAH-1/-2 
Doppelinhibierung von bis zu 35% festgestellt werden.
Die Inhibierung von Ubiquitin-Ligasen, welche Proteine direkt für die Degradation durch 
das  Proteasom markieren,  führt  zu  einer  Akkumulation  der  Zielproteine.  Im Falle  der 
Faktoren FBP-1 und FBP-3 kommt es aber zu einer Abnahme der Proteinkonzentration, 
was  einen indirekten,  inversen  Zusammenhang zwischen den SIAH-Proteinen und den 
FBP-Familienmitglieder verdeutlicht. Dieser indirekte Zusammenhang sollte aber dennoch 
Proteasom- abhängig  sein,  d.h.  auch die Behandlung mit  Proteasom-Inhibitoren sollte, 
analog zur Inhibierung von SIAH-1 und SIAH-2, zu einer Verringerung der FBP-Proteine 
führen.
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Abbildung 29: Auswirkung der SIAH-spezifischen Inhibierung auf die FBP-Familienmitglieder
An Tag 3 nach Inhibierung der SIAH Ligasen wurde die Gesamt-RNA der Proben isoliert und auf 
den Expressionsstatus von FBP-1 (A) und  FBP-3 (B) mittels semiquantitativer “real-time” PCR, im 
Vergleich zu den nonsense siRNA-behandelten und unbehandelten Zellen überprüft.
Nach der  24-stündigen  Behandlung der  Zellen mit  dem Proteasominhibitor  MG132 (5 
µM)  konnte  eine  Expressionsreduktion  der  FBP-Familienmitglieder  im  Vergleich  zur 
DMSO-Kontrolle (Lösungsmittel für MG132) in Hep3B (Abb. 30A) und HuH-7 (Abb. 30B) 
nachgewiesen werden.
Abbildung  30:  Effekt  der  MG132-Behandlung  auf  die  Bioverfügbarkeit  von  FBP-
Familienmitglieder
Hep3B (A) und HuH-7 (B) wurden mit dem 26S Proteasominhibitor MG132 behandelt. Nach 24 
Stunden  wurden  Gesamtproteinextrakte  isoliert  und  die  Expressionsprofile  der  FBP-
Familienmitglieder und von SIAH-1 im Vergleich zu DMSO-Kontrolle analysiert. SIAH-1 diente als 
Kontrolle für die spezifische Wirkung des Proteasominhibitors. Die densitometrische Auswertung 
und Normalisierung gegen die Ladekontrolle Aktin verdeutlicht die Reduktion der Proteinlevel der 
FBP-Familienmitglieder (C).
Eine densitometrische Auswertung ergab für FBP-1 eine bis zu 88%ige und für FBP-3 eine 
bis zu 87%ige Reduktion nach MG132 Behandlung. Auch für das Familienmitglied FBP-2 
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konnte ein verringertes Proteinniveau nach Behandlung mit MG132 festgestellt werden 
(bis zu -79%). Diese Daten belegen den Zusammenhang zwischen der Aktivität von SIAH-1 
und SIAH-2 als Ubiquitin-Ligasen und dem proteasomalen Abbau von Faktoren, welche 
sekundär für die Bioverfügbarkeit der FBP-Familienmitglieder in HCC Zellen verantwortlich 
sind.
3.7.1 Der Transkriptionsfaktor FBP-3 in der Hepatokarzinogenese
Die  generierten  in  vitro Daten  deuten  darauf  hin,  dass  die  Familie  der  FBP-
Transkriptionsfaktoren  im  HCC  überexpremiert  vorliegen.  Tatsächlich  konnte  bereits 
gezeigt  werden,  dass  FBP-1  im Rahmen der  Hepatokarzinogenese  in  >70% aller  HCCs 
überexpremiert vorliegt (Promotionsarbeit Mona Malz, AG Molekulare Hepatopathologie, 
persönliche Kommunikation). Um ebenfalls die FBP-3 Expression in HCCs zu analysieren, 
wurden FBP-3 spezifische semiquantitative “real-time” PCR-Analysen in primären HCCs (n 
= 48) im Vergleich zu einem Gemisch aus normalen Lebern (n = 3) durchgeführt (Abb. 31 
A). 
  Abbildung 31: Expression von FBP-3 
im humanen HCC
  Unter  Verwendung  der 
semiquantitativen  “real-time”  PCR-
Analyse wurde das Transkriptlevel von 
FBP-3  analysiert  (A).  Die  horizontale 
Linie  repräsentiert  die  2-fache 
Expressionsänderung im Vergleich zur 
normalen  Leber  (Mittelwert  aus  3 
Lebern).  Des  Weiteren  wurde  der 
Expressionsstatus  von  FBP-3  auf 
Proteinebene nachgewiesen (B).
Während keine Reduktion von FBP-3 auf Transkriptebene in 42% der HCCs nachgewiesen 
werden  konnte,  zeigten  58% (28/48)  der  untersuchten  HCCs  einen  Anstieg  der  FBP-3 
Konzentration um mindestens den Faktor 2. Western Blot Analysen mit Proteinlysaten aus 
HCC Geweben belegen die hohe Expression von FBP-3 in 59% (16/27) der analysierten 
HCCs (n = 27; Abb. 31B). Die von normaler Leber und primären humanen Hepatozyten 
(PHH) gewonnen Proteinlysate wiesen nur geringste Mengen an FBP-3 auf. 
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Um  die  FBP-3  Überexpression  im  Prozess  der  humanen  Hepatokarzinogenese  zu 
analysieren, wurden TMAs mit einem FBP-3 spezifischen Antikörper immunhistochemisch 
untersucht  (siehe 2.10.6).  Es  konnte  keine FBP-3  Expression  in  normalen Hepatozyten 
nachgewiesen werden, wohingegen in 47% (18/38) der untersuchten DNs eine leichte und 
in  21%  (8/28)  eine  intensive  FBP-3  Färbungen  beobachtet  wurde  (Abb.  32).  In  den 
untersuchten HCCs zeigte sich in 28% (34/122) eine leichte und 43% (53/122) eine starke 
FBP-3  Expression  (Abb.  32).  In  lediglich  29% der  HCCs konnte  keine FBP-3  Expression 
nachgewiesen werden. Diese nukleäre Akkumulation korrelierte moderat aber signifikant 
mit dem Grad der Entdifferenzierung des humanen hepatozellulären Karzinoms (r = 0,332, 
p < 0,001). 
Abbildung 32: Expression von FBP-3 in der Hepatokarzinogenese
Tissue-Micro-Array Analysen von FBP-3 belegen keine Expression in normalem Leberparenchym. 
Mit dem Grad der Entdifferenzierung ist eine signifikante nukleäre Akkumulation zu verzeichnen. 
Skala: 100 µm
In  der  Gruppe  der  HCCs  konnte  keine  Korrelation  von  FBP-3  und  SIAH-1  in  gut 
differenzierten HCCs (G1 und G2; 95/123; r = -0,020; p > 0,05) detektiert werden, jedoch 
konnte in schlecht differenzierten HCCs eine signifikante Korrelation von nukleärem FBP-3 
und nukleärem SIAH-1 beobachtet werden (G3 und G4; 28/123; r = 0,502; p < 0,01). Die 
nukleäre  Expression  von  FBP-3  korrelierte  des  Weiteren  mit  der  Expression  des 
Proliferationsmarker Ki67 (r = 0,366; p < 0,001). Ebenso zeigten die TMA Daten auch eine 
hochsignifikante  Korrelation  zwischen  der  FBP-1  Überexpression  und  der  nukleären 
Akkumulation von SIAH-2 (r = 0,615; p < 0,001). 
Somit belegen die TMA Daten eine Korrelation zwischen der nukleären Akkumulation der 
Ubiquitin-Ligasen SIAH-1 und SIAH-2 und der Überexpression einer Familie von Transkrip-
tionsfaktoren, den FBPs.
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4. Diskussion
Obwohl das HCC zu den häufigsten humanen Malignomen mit sehr schlechter Prognose 
gehört, existieren bis jetzt kaum suffiziente Möglichkeiten der Therapie. Der Tumor spricht 
kaum auf die Behandlung mit gängigen Chemotherapeutika an und operative Verfahren 
sind in nur ca. 5% der HCC-Patienten möglich. Diese katastrophale Situation verdeutlicht 
die Notwendigkeit neue, alternative Therapiemethoden zu entwickeln. Hierbei erscheinen 
insbesondere molekularen Strukturen von besonderer therapeutischer Relevanz zu sein, 
welche selber als zentrale Regulatoren die Bioverfügbarkeit von Proliferations-, Apoptose- 
und Migrations-relevanten Genen modulieren.
Ein  Beispiel  für  die  erfolgreiche  Entwicklung  spezifischer  Inhibitoren  mit  hoher 
therapeutischer  Relevanz  sind  z.B.  Rezeptortyrosinkinase  (RTK)-Inhibitoren,  welche  die 
oftmals aberrante Aktivität von Wachstumsfaktor-Signalwegen selektiv reduzieren. Solche 
Rezeptoren sind beispielsweise  epidermal growth factor (EGF)-Rezeptoren (EGFR, HER1 
und  HER2  beim  Mamma-  und  Lungenkarzinom)133,  134,  c-KIT  bei  Leukämien  und 
gastrointestinalen Stromatumoren (GIST))135,  136 oder vascular endothelial  growth factor 
(VEGF)-Rezeptoren  (VEGF-RI  und  VEGF-RII  bei  Nierenzellkarzinomen)137,  138. 
Hochspezifische  Antikörper  oder  niedermolekularer  Substanzen  binden  an  definierte 
Domänen der signaltransduzierenden Kinasen (z.B. ATP-Bindedomänen) und unterbinden 
so die effiziente Signalweiterleitung, die damit verbundene Überexpression von tumor-
relevanten Zielgenen und im folgenden Tumorwachstum und Metastasierung. Für fast alle 
bekannten  und  tumor-relevanten  Wachstumsfaktor-  und  Zytokinsignalwege  existieren 
bereits Inhibitoren, welche z.T. schon Einzug in den klinischen Alltag bei der Behandlung 
von  Krebspatienten  gefunden  haben  (z.B.  Trastuzumab/Herceptin  beim 
Mammakarzinom,139,  140 Imatinib/Glivec  bei  Glioblastomen,  GIST  und  Philadelphia-
Chromosom  positiven  Fällen  der  chronisch  myeloischen  Leukämie,141-144 oder 
Sorafenib/Nexavar bei Nierenzellkarzinomen und HCCs).2, 145 Zur Zeit sind mehr als 20 RTK-
Inhibitoren in der klinischen Erprobung, darunter auch vielversprechende Inhibitoren die 
mehrere Rezeptortypen gleichzeitig blockieren.146
Zahlreiche  Studien  belegen  mittlerweile,  dass  auch  neben  der  Aktivierung  von 
Wachstumsfaktorsignalwegen und metabolischen Prozessen, der aberrante proteasomale 
Abbau  zu  einer  Dysregulation  zahlreicher  Gene  (u.a.  auch  Onkogene  oder 
Tumorsuppressorgene)  beitragen  kann.147-149 So  führt  z.B.  die  erhöhte  Expression  der 
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Ubiquitin-Ligase MDM2 zu einem vermehrten Abbau des Tumorsuppressorgens p53 in 
verschiedenen Tumoren.82 Aufgrund der Tatsache, dass solche Ligasen an zentraler Stelle 
die  Bioverfügbarkeit  sehr  vieler  und  funktionell  relevanter  Substrate  beeinflussen 
(vergleichbar zu den aktivierenden Signalen von Wachstumsfaktoren),  stellt  auch diese 
Enzymklasse eine vielversprechende therapeutische Zielstruktur dar. In der Tat werden zur 
Zeit zahlreiche Anstrengungen unternommen, die Aktivität von Ubiquitin-Ligasen mit Hilfe 
von  ͵small  moleculeʹ Ansätzen  zu  inhibieren.150-152 In  diesen  experimentellen  Ansätzen 
konnte  gezeigt  werden,  dass  mit  Hilfe  von  selektiven  Ubiquitylierungs-Inhibitoren  die 
Aktivierung  typischer  onkogener  Signalwege  (z.B.  NFκB  abhängige  Expression  von 
Zytokinen) reduziert werden kann.151
Zu der Gruppe von E3-Ligasen mit bisher ungeklärten protumorigenen Funktionen und 
ggf.  therapeutischer  Relevanz  gehören  auch  die  SIAH-Familienmitglieder.  Mehrere 
Arbeitsgruppen konnten unabhängig voneinander zeigen, dass SIAH-1 signifikant reduziert 
in HCC-Geweben vorliegt.52, 101, 153 Ziel dieser Arbeit war es deshalb sowohl SIAH-1 als auch 
das  homologe  Familienmitglied  SIAH-2  bezüglich  der  Expression  in  humanen  HCCs  zu 
charakterisieren und die biologische und therapeutische Relevanz dieser Ligasen-Familie 
zu definieren. 
4.1  Regulation,  Expression und Lokalisation der  Ubiquitin-Ligasen SIAH-1 und 
SIAH-2 im HCC
In  dem  untersuchten  HCC-Kollektiv  konnte  eine  Reduktion  von  SIAH-1  mRNA  in  33% 
jedoch keine maßgebliche Änderung für SIAH-2 mRNA nachgewiesen werden. Tatsächlich 
belegen  CGH-Analysen,  dass  offenbar  die  in  fast  36%  der  untersuchten  HCCs 
nachweisbaren  chromosomalen  Verluste  des  Genlocus  (16q12.1)  den  Grund  für  die 
verminderte  SIAH-1-Expression  darstellen.21,  40,  101 Für  den  SIAH-2  Genlocus  (3q25.1) 
wurden weder nennenswerte Zugewinne (8,8%) noch Verluste (1,9%) auf chromosomaler 
Ebene identifiziert.21, 101 Dies wurde durch hochauflösende Matrix-CGH-Analysen bestätigt, 
welche einen Verlust des Genlocus von SIAH-1 (16q12.1) in 30,9% der untersuchten HCCs 
und keine chromosomalen Veränderungen für den SIAH-2 Genlocus (3q25.1) belegten.22
Ein weiterer, unabhängiger Grund für die beobachtete Reduktion von SIAH-1 hätte der in 
der  Literatur  beschriebene  Zusammenhang  zwischen  der  SIAH-1 Expression  und  der 
Aktivität  von  p53  sein  können.  SIAH-1  wurde  in  verschiedenen Zelllinien  als  positives 
Zielgen von p53 beschrieben.109,  130,  154 Somit würde auch der Funktionsverlust („loss of  
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function“)  von  p53  in  30%  aller  HCCs  durch  Deletionen  oder  Punktmutationen  die 
beobachtete  Reduktion  der  SIAH-1  Expression  erklären.  Die  Inhibierung,  sowohl  von 
wildtypischem als auch mutiertem p53 (Y220C), hat jedoch keinen Einfluss auf die SIAH-1 
Expression in HCC Zellen, was auf eine p53-unabhängige Regulation von SIAH-1 in HCC 
Zellen schließen lässt.  Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass neben der hier 
analysierten p53 (Y220C) Mutation andere sog.  „gain of function“ Mutationen in TP53 
eine  Expressionsreduktion  von  SIAH-1  verursachen  könnten.  Insgesamt  deuten  diese 
Daten aber  darauf  hin,  dass  die  SIAH-1 Abhängigkeit  von wildtypischem p53 eher ein 
Zelltyp-spezifischer Effekt ist und im HCC andere, vor allem genomische Verluste für die 
verringerte  Expression  der  Ubiquitin-Ligase  verantwortlich  sind.  Ob  auch  weitere,  z.B. 
transkriptionelle Regulationsmechanismen,  gene silencing durch DNA-Methylierung oder 
sekundäre Regulationsmechanismen zu der Dysregulation von SIAH-1 im HCC beitragen, 
ist bisher nicht geklärt. 
Neben  der  quantitativen  Reduktion  der  zytoplasmatischen  SIAH-1  Fraktion  in  HCC 
Geweben,  ist  vor  allem die nukleäre Akkumulation beider SIAH-Proteine ein häufig  zu 
beobachtendes Ereignis (SIAH-1: 31%; SIAH-2: 62%), welches auch in den HCC Zelllinien 
nachweisbar war. In der Tat ist für SIAH-1 und SIAH-2 bereits ein sog. nuclear localization 
signal  (NLS) beschrieben, was prinzipiell eine Translokation in den Kern ermöglicht.155, 156 
Daneben  war  für  SIAH-2  in  den  HCC-Zelllinien  auch  eine  moderate,  membranäre 
Lokalisation zu erkennen. Die subzelluläre Lokalisation von SIAH-2 war mit Hinblick auf 
bereits beschriebene Bindungspartner durchaus zu erwarten, da mehrere Zielproteine für 
die  SIAH-Ligase  Membran-assoziiert  vorliegen  (z.B.  Spry  (sprouty  homolog)  oder  α-
Synuclein).157, 158 Ob es auch diese Proteine sind, mit denen SIAH-2 in den HCC Zelllinien 
interagiert,  ist  bisher  nicht  untersucht.  Es  ist  vorstellbar,  dass  noch  weitere,  bisher 
unbekannte  membranäre  Interaktionspartner  an  SIAH-2  binden  und  ggf.  durch 
Ubiquitylierung für den proteasomalen Abbau markiert werden.
Die hier ermittelten Daten deuten darauf hin, dass beide Enzyme in definierten zellulären 
Zuständen  (normale  Hepatozyten  versus  Tumorzellen)  präferentiell  in  distinkten 
Zellkompartimenten  vorkommen  und  hierbei  zelluläre  Funktionen  unterschiedlich 
beeinflussen. Vergleichbare Zusammenhänge zwischen Lokalisation und Funktion sind in 
der  Tumorbiologie  ein  bekanntes  Phänomen.  Ein  bekanntes  Beispiel  hierfür  ist  der 
transkriptionelle Kofaktor β-Catenin, der in Abhängigkeit von seiner zellulären Lokalisation 
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verschiedene Funktionen bedient. Zum einen ist β-Catenin eine integrale Komponente der 
„adherens  junctions“  der  Zellmembran,  in  denen  es  als  Interaktionspartner  von  E-
Cadherin und α-Catenin an der intrazellulären Signalweiterleitung von Cadherinen zum 
Zytoskelett  beteiligt  ist.159,  160 Nach  nukleärer  Translokation  induziert  β-Catenin  durch 
Bindung  seiner  transaktivierenden  Domäne  an  TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren  die 
transkriptionelle Aktivierung von Zielgenen des WNT-Signalweges, wie z.B.  c-MYC oder 
Cyclin D1.161, 162 Hinsichtlich der protumorigenen Relevanz dieses Mechanismus konnte für 
β-Catenin  gezeigt  werden,  dass  das  Maß  der  nukleären  Akkumulation  mit  der 
Tumorprogression verschiedener Tumorentitäten assoziiert ist.45, 163, 164  
Auch  für  E3-Ubiquitin-Ligasen  konnte  bereits  eine  unterschiedliche  subzelluläre 
Lokalisation mit der differenziellen Interaktion von definierten Substraten in Verbindung 
gebracht  werden.  Die  Ubiquitin-Ligase  BRCA1  wurde  sowohl  im  Zellkern  als  auch  im 
Zytoplasma  detektiert.165,  166 Während  die  nukleäre  Lokalisation  DNA-
Reparaturmechanismen,  Zellzykluskontrolle  und transkriptioneller  Aktivierung assoziiert 
ist,  vermittelt die zytoplasmatische Lokalisation, durch die Bindung an das Kernexport-
Rezeptorprotein CRM1 (chromosome region maintenance 1 protein homolog)  über die 
funktionelle  Rev-Typ NES (nuclear  export  sequence),  die  pro-apoptotischen Funktionen 
von  BRCA1.167-170 Diese  Funktionen  sind  mit  der  Kolokalisation  von  BRCA1  mit 
Centrosomen oder Mitochondrien assoziiert.171, 172
Auch  die  untersuchten  SIAH-Familienmitglieder  wiesen  unterschiedliche  subzelluläre 
Lokalisationen  in  HCC-Zellen  auf,  was  auf  distinkte  funktionelle  Effekte  hindeutet. 
Tatsächlich  wurde  bereits  gezeigt,  dass  SIAH-Proteine  im  Zellkern,  Zytoplasma  und 
Membran-assoziiert vorkommen können,74, 104, 173 wo sie mit verschiedenen Bindepartnern 
interagieren. Diese unterschiedliche Lokalisation wurde in verschiedenen Modellsystemen 
gezeigt, jedoch konnte bisher noch nicht die Änderung der Lokalisation im Rahmen einer 
zellulären  Zustandsänderung  (hier  maligne  Transformation)  nachgewiesen  werden.  Bis 
heute  sind  über  50  Bindepartner,  die  im  Kern,  Zytoplasma  oder  an  der  Membran 
lokalisiert sind, für SIAH-1 und SIAH-2 beschrieben worden, was auch für diese Ligasen 
distinkte biologische Funktionen in Abhängigkeit von der Lokalisation nahe legt.110, 174
Die Tatsache, dass eine nukleäre Akkumulation von beiden Ligasen nur in Tumorzellen, 
nicht  aber  in  normalen  Hepatozyten  zu  beobachten  war,  deutete  auf  protumorigene 
Effekte der Kernlokalisation von SIAH-1 und SIAH-2 hin. Dies wird durch die Beobachtung 
bestätigt,  dass  für beide Ubiquitin-Ligasen  eine  signifikante  nukleäre  Akkumulation  im 
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Prozess  der  malignen  Transformation  in  der  Hepatokarzinogenese  beobachtet  werden 
konnte.  Darüber  hinaus  weist  die  nur  schwache und inverse  Korrelation zwischen der 
Akkumulation der E3-Ligasen im Zellkern auf unabhängige Translokations-Stimuli und ggf. 
auf  differenzielle  molekulare  Transportmechanismen  hin.  Zusammengefasst 
unterstreichen diese Daten, dass durch den subzellulären Wechsel von Ubiquitin-Ligasen 
in einer Änderung bzw. Anpassung der Substratspezifität mit möglicher protumorigener 
Relevanz resultiert.
Interessanterweise  wurde  in  den  HCC-Zelllinien  für  beide  Ubiquitin-Ligasen  eine 
Kolokalisation mit dem Mikrotubulus-Spindelapparat während der Mitose beobachtet. Ein 
mögliche Erklärung für dieses Phänomen ist die direkte Interaktion der SIAH-Proteine mit 
dem Mikrotubulus-Monomer α-Tubulin und dem Mikrotubulus-interagierenden Faktor Kid 
(Kinesin like DNA binding protein).125 Das  Protein Kid ist  ein Mitglied der Chromosom-
assoziierten  Kinesin-Familie  und  interagiert  sowohl  direkt  mit  dem  Mikrotubulus-
Netzwerk als auch mit den Chromatiden im Rahmen der chromosomalen Segregation in 
der  Pro-  und  Metaphase  der  Mitose.  SIAH-1  wurde  als  Interaktionspartner  von  Kid 
beschrieben,  welcher die Ubiquitylierung und den sich anschließenden proteasomalen 
Abbau von Kid katalysiert.175 Darüber hinaus konnte durch der Interaktionsstudien gezeigt 
werden, dass SIAH-1 nicht nur für die Degradation von Kid von Bedeutung ist, sondern 
auch  mitotische  Alterationen  induziert,  welche  sich  in  der  Bildung  multi-nukleäre 
Riesenzellen manifestieren.125, 176 Die Interaktion von α-Tubulin mit SIAH-1 führt nicht zu 
einem proteasomalen Abbau des Tubulins; die genaue Funktion bzw. Auswirkungen dieser 
Interaktion ist bisher nicht geklärt, doch ist bekannt, dass die sekundäre Modifikation von 
α-Tubulin z.B.  durch Phosphat-,  Acetyl-  und Ubiquitinreste  die Polymerisationseffizienz 
und Stabilität von Mikrotubuli maßgeblich beeinflusst.125, 177, 178
4.2  Protumorigene  Funktionen  von  SIAH-1  und  SIAH-2  in  der 
Hepatokarzinogenese
Beide Ubiquitin-Ligasen sind bereits im Zusammenhang mit unterschiedlichen zellulären 
Prozessen beschrieben worden.  SIAH-1 wurde hierbei eine zentrale Regulatorfunktion in 
der Zellzyklus-Kontrolle und vor allem in der Apoptoseinduktion zugeschrieben. In vielen 
Zellsystemen  war  eine  Vektor-basierte  SIAH-1  Überexpression  mit  einer  Induktion  der 
Apoptose assoziiert.99, 131, 132, 179 Eine erhöhte Expression von SIAH-1 konnte in den Spitzen 
der Darmzotten beobachtet werden, wo nach der Migration der Epithelzellen entlang der 
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Krypten/Lumen-Achse verstärkt Apoptose induziert wird.99, 176 Auch führte die Transfektion 
von  SIAH-1  in  U937  (Human  leukemic  monocyte  lymphoma  cell  line)  Zellen  zu  einer 
gesteigerten  Apoptoserate  und  die  Injektion  der  genetisch  modifizierten  Zellen  in 
immundefiziente scid/scid Mäuse zu einem signifikant verringerten Tumorwachstum.132 In 
einer  weiteren  Studie  konnte  eine  Interaktion  von SIAH-1 und POSH (plenty  of  SH3s) 
gezeigt  werden,  welche  über  die  Aktivierung  von  JNK  (c-Jun  N-terminal  kinases)  den 
programmierten Zelltod induziert.180 Ebenso führt eine SIAH-2 Überexpression zu einer 
verstärkten  Degradation  von  TRAF2,  inhibierte  TNFα  induziertes  NFκB  und  führte 
ebenfalls zur Aktivierung der JNK-abhängigen Apoptose.181 SIAH-1 wurde aber auch als 
Apoptose-unabhängiger  negativer  Regulator  des  Zellwachstums  beschrieben.  Die 
transiente  Transfektion  von SIAH-1 in  HEK (Human Embryonic  Kidney  293 cells)  Zellen 
führte zu einem verringerten Zellwachstum, wohingegen keine Induktion der Apoptose 
detektiert werden konnte.130 Diese Daten verdeutlichen, dass eine erhöhte Expression von 
SIAH-Ligasen zu einer Induktion der Apoptose  und Verringerung der Zellproliferation in 
unterschiedlichen  in  vitro Modellsystemen  führt.  Die  in  dieser  und  anderen  Studien 
nachgewiesene SIAH-1 Reduktion in HCCs kann somit zu einer verminderten Apoptoserate 
und gesteigerten Proliferation der Tumorzellen beitragen.52,  101,  153 Des Weiteren ergeben 
die  gemachten  Beobachtungen  zusätzliche  Aspekte.  Eine  Inhibierung  von  SIAH-1  und 
SIAH-2 führte neben einer verringerten Proliferation und einer induzierten Apoptose auch 
zu einer Verringerung der Migrationsfähigkeit der HCC Zellen. Insbesondere der Einfluss 
der  SIAH-Ligasen auf  die  Tumorzellmotilität  ist  kaum untersucht  und unterstreicht  die 
zentrale  Regulatorfunktion  dieser  Proteinfamilie  auf  mehrere  tumor-relevante  zelluläre 
Prozesse. Es ist bekannt, dass beschriebene Interaktionspartner von SIAH-1 und SIAH-2 im 
Migrationsprozess eine Rolle spielen können. So modifiziert z.B. Bag-1 (BCL2-associated 
athanogene 1) in gastrointestinalen Karzinomzelllinien die Migration und Invasion durch 
HGF-unabhängige Mechanismen.128 Erst vor Kurzem konnte nachgewiesen werden, dass 
SIAH-2  wohl  eine  zentrale  Rolle  in  der  Tumorigenese  und  Metastasierung  von  COS-7 
(Fibroblasten-Zelllinie; African green monkey kidney) und 13.S.1.24 (olfactory neuronal rat  
cell line) Zellen einnimmt. Zum Einen konnte durch die Inhibierung der SIAH-2 Interaktion 
mit  dem  Bindepartner  PHD3  (prolyl  hydroxylase  3)  und  somit  der  Inhibierung  der 
SIAH-2/PHD3/hypoxia-inducible  factor (HIF)-1α-Achse,  eine  reduzierte  Metastasierung 
beobachtet werden.182, 183 Darüber hinaus führte die Expression einer dominat-negativen 
Mutante zu einer erhöhten Spry2 Expression, welches ein Inhibitor des protumorigenen 
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Ras/Raf-Signalweges  darstellt.157,  184 Letztendlich  belegen  die  publizierten  Daten  und 
eigenen  Ergebnisse,  dass  SIAH-1  oder  SIAH-2  in  Tumorzellen  viele  protumorigene 
Effektormechanismen  positiv  beeinflussen.  Eine  Erhöhung  der  SIAH-Konzentration  als 
auch eine Verringerung der SIAH-Bioaktivität verringert die Tumorwachstums-fördernden- 
und Motilitäts-Eigenschaften in Tumorzellen.
Eine nukleäre Lokalisation von Ubiquitin-Ligasen ist bereits beschrieben,  jedoch ist die 
Mehrzahl der beschriebenen und untersuchten E3-Ligasen im Zytoplasma lokalisiert, wo 
sie  die  Polyubiquitylierung  von  Substraten  und  damit  den  proteasomalen  Abbau 
katalysieren. Es gibt aber auch Hinweise darauf, dass die nukleäre Expression von Ligasen 
mit wichtigen biologischen Funktionen einhergeht. So haben Ubiquitin-Ligasen z.B. einen 
funktionellen Einfluss auf DNA-Reparaturmechanismen. Es konnte gezeigt werden, dass 
die  SUMO-abhängige  Ubiquitin-Ligase  Slx5/Slx8  den  Nup  (nucleoporin)-84-
Kernporenkomplex  für  den  proteasomalen  Abbau  nach  DNA-Schädigung  (z.B. 
Doppelstrangbrüche)  markiert  und  dem  proteasomalen  Abbau  zuführt.  Durch 
Degradation  des  Nup84  Komplexes  kommt  es  zur  Induktion  von  DNA-
Reparaturmechanismen  und  zur  Fortführung  der  Replikation.185 Des  Weiteren  haben 
nukleär  lokalisierte  Ubiquitin-Ligasen Einfluss  auf  verschiedenste  Entwicklungsprozesse. 
Die  Arbeitsgruppe  um  Zhang  et  al. konnte  ein  Homolog  von  DCAF1  in  Arabidopsis 
nachweisen,  welches  mit  dem  nukleären  CUL4-DDB1-E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex 
interagiert.  Der  Cullin-RING-E3-Ligase-Komplex  (cullin  4  (CUL4);  regulator  of  cullins  1 
(ROC1)/RING-Box (RBX1); UV-damaged DNA binding protein 1 (DDB1)) wurde im Rahmen 
des G2-Arrest in human immunodeficiency virus typ (HIV)-1 transfizierten Zellen, über die 
Bindung an DCAF (DDB1-CUL4 accociated factor)-1, identifiziert.186, 187 Die Autoren konnten 
zeigen, dass der Interaktionskomplex eine entscheidende Rolle in der Embryogenese oder 
der Rosettenblätter einnimmt.188 
Darüber hinaus sind Ubiquitin-Ligasen für den subzellulären Transport von Proteinen und 
bei der DNA-Replikation von zentraler Bedeutung. So konnte für den CUL4-DDB1-Komplex 
nachgewiesen werden, dass er zu Beginn der S-Phase direkt an den „replication licensing 
factors“ CDT (chromatin licensing and DNA replication factor)-1 bindet und diesen für den 
proteasomalen Abbau markiert. Darüber hinaus stimuliert der Komplex, über die negative 
Regulation des CDK-Inhibitors CKI (casein kinase)-1, indirekt den nukleären Export vom 
„replication licensing factors“ CDC6 (cell division cycle 6). Die beiden Signalwege wirken 
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redundant und führen zur verstärkten DNA-Rereplikation.189
Auch  für  SIAH-1  konnte  solch  ein  subzellulärer  Transportmechanismus  beschrieben 
werden.  SIAH-1  bindet  S-nitrolysiertes  GAPDH  und  kolokalisiert  mit  diesem  unter 
Zuhilfenahme der SIAH-NLS in den Zellkern.155, 156, 190  SIAH-1 wird durch GAPDH stabilisiert 
und ist  in  der  Lage  den proteasomalen  Abbau von nukleären  Substraten  (z.B.  N-CoR; 
nuclear  receptor  corepressor)  zu  induzieren.173 Jedoch  kommt  auch  im  Kern  die 
Polyubiquitylierung und der sich anschließende proteasomale Abbau von Zielproteinen 
eine zentrale Rolle zu. Studien belegen, dass alle Funktions-relevanten Komponenten des 
Ubiquitin-Proteasom-Systems  sowohl  im  Zytoplasma  als  auch  im  Zellkern  lokalisiert 
vorliegen.191, 192 Die subzelluläre Lokalisation des Proteasoms hängt stark vom Zelltyp oder 
den  Wachstumsbedingungen  ab,  wodurch  die  Menge  von  zytoplasmatischem  versus 
nukleärem  Proteasom  von  17-50%  variieren  kann.193 Sowohl  das  zytoplasmatische  als 
auch  das  nukleäre  Ubiquitin-Proteasom-System  weisen  einen  ähnlichen  Aufbau  auf; 
tatsächlich besitzen verschiedenste Komponenten des 20s Proteasoms eine NLS, was den 
effizienten  Transfer  in  den  Kern  ermöglicht.194 Zu  diesen  in  beiden  zellulären 
Kompartimenten  vorkommenden  Komponenten  des  Ubiquitin-Proteasom-Systems 
gehören Ubiquitin, die regulatorische Untereinheit PA28 (Proteasome activator 28),  der 
19S  Regulatorkomplex,  der  Proteasomaktivator  Blm10  oder  die  Ubiquitin-spezifische 
Protease HAUSP (Herpes virus-associated ubiquitin-specific protease).195-199 Jedoch weist 
das  nukleäre  Ubiquitin-Proteasom-System  auch  spezifische  strukturelle  Charakteristika 
und ein differentielles Subtypenmuster auf, welches sich z.B. durch einen erhöhten Anteil 
an beta1i  und beta5i  im Vergleich zum zytoplasmatischen Ubiquitin-Proteasom-System 
auszeichnet.200 Die  Unterschiede  im  Aufbau  der  Proteasom-Systeme  bedingen  auch 
funktionelle  Eigenschaften,  welche  maßgeblich  auf  einem  charakteristischen 
Zielproteinprofil beruhen.
Welche der aufgezählten Funktionen letztendlich im HCC von Relevanz sind, konnte bisher 
nicht geklärt werden. Für beide SIAH-Ligasen ist die nukleäre Akkumulation anscheinend 
von besonderer Bedeutung, da sie einen Wachstumsvorteil für die HCC Zellen darstellt. 
Die nukleäre Akkumulation korreliert mit der Tumordedifferenzierung und die Inhibierung 
von  SIAH-1  und  SIAH-2  reduziert  alle  getesteten  biologischen  und  tumor-relevanten 
Prozesse. Darüber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass die Regulation von FBP-1 
und FBP-3, welche z.T. die protumorigenen Effekte der SIAH-Ligasen vermitteln, über den 
proteasomalen Abbau eines (noch) unbekannten Faktors reguliert wird (siehe 4.3).
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Für  die  nukleäre  Akkumulation  beider  Ubiquitin-Ligasen  konnten  die  gleichen 
funktionellen Auswirkungen (erhöhte Proliferation und Migration, verringerte Apoptose) 
festgestellt  werden,  obwohl  keine  komplette  funktionelle  Redundanz  für  SIAH-1  und 
SIAH-2  wahrscheinlich  ist.  Auch  wenn  beide  SIAH-Ligasen  unabhängig  voneinander 
identische  onkogene  Effekte  in  HCC  Zellen  induzieren,  spricht  für  ihre  funktionelle 
Unabhängigkeit, dass die nukleäre Akkumulation beider Ligasen nur moderat und invers 
miteinander  in  HCCs  korreliert.  Des  Weiteren  weisen  SIAH-1  als  auch  SIAH-2  sowohl 
redundante,  aber  auch  exklusive  beschriebene  Substrate  auf,  über  die  sie  ihre 
(gleichartigen)  biologischen Eigenschaften  vermitteln.110 Insbesondere  der  letzte  Punkt 
wird durch eigene Analysen bestätigt, bei denen eine exklusive molekulare Zuordnung von 
nukleärem SIAH-1 zu FBP-3 und SIAH-2 zu FBP-1 existiert, welche die Bioverfügbarkeit der 
FBPs maßgeblich beeinflusst (siehe 4.3).
4.3  Vermittlung der protumorigenen Eigenschaften der Ubiquitin-Ligasen SIAH-1 
und SIAH-2
Für  SIAH-1  und  SIAH-2  wurden  bereits  eine  Vielzahl  von  Zielproteinen  beschrieben, 
welche  durch  Polyubiquitylierung  für  den  proteasomalen  Abbau  markiert  werden.110 
Neben der Markierung für die Degradation sind aber auch Substrate bekannt, die durch 
Monoubiquitylierung  funktionell  modifiziert  werden,  wie  es  auch  für  Modifikationen 
durch  Methyl-,  Acetyl-  oder  Phosphatreste  beschrieben  wurde.201 Unter  den  SIAH-
Bindepartnern, welche als Zielproteine ubiquitiniert und proteasomal abgebaut werden, 
befinden sich verschiedenste Proteinklassen, welche Einfluss auf die unterschiedlichsten 
zellulären Prozesse nehmen (Abb. 33).  Über das konservierte Bindemotiv (PxAxVxP),202 
binden  SIAH-1  und  SIAH-2  an  Membranproteine,  wie  DCC  (deleted  in  colorectal  
cancer/Netrin-Rezeptor),  das  in  die  Apoptoseregulation  eingebunden  ist,111 das 
Chromokinesin  Kid,125 ein  Mikrotubulus-/DNA-interagierendes  Protein,  das  die 
Chromosomensegregation  im  Prozess  der  Mitose  stimuliert/induziert,175 und  den 
Transkriptionscoaktivator  BOB-1/OBF-1  (OCT-binding  factor-1).203,  204 Auch  der 
transkriptionelle Coaktivator β-Catenin wird durch SIAH-1 phosphorylierungs-unabhängig 
für den proteasomalen Abbau markiert.100,  109 Das Bindeprotein TIEG-1 ist ein Repressor 
der Transkription und stimuliert den Wachstumsfaktor transforming growth factor beta 
(TGFβ) wodurch mitochondrial-vermittelte Apoptose induziert wird.205, 206
Darüber  hinaus  wurden  direkte  Interaktionen  zwischen  den  SIAH-Ligasen  und  T-Star 
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(testis-signal transduction and activation of RNA), einem RNA-bindenden Protein, welches 
bereits  in  mehreren  Tumorentitäten  als  Regulator  der  Telomeraseaktivität  und  der 
Signaltransduktion beschrieben wurde und Bag-1 (BCL2-associated athanogene 1), einem 
Inhibitor des programmierten Zelltods beschrieben.207-211
Abbildung 33: Schematische Übersicht bekannter SIAH-Substrate und deren biologische Effekte
Das  SINA  Protein  aus  Drosophila und  die  beiden  humanen  Homologe  SIAH-1  und  SIAH-2 
regulieren  die  Polyubiquitylierung  und  anschließende  proteasomale  Degradation  von 
verschiedensten Proteinen, welche in Apoptose, Proliferation, Migration und Zelldifferenzierung 
involviert sind.109,  212 Die SIAH-Familienproteine sind für die Degradation von DCC,111 N-CoR,112 β-
Catenin,100, 109 Kid,125 oder Bag-1 verantwortlich.128, 130 Sie binden den guanine nucleotide exchange 
factor Vav,213, sowie das Zinkfinger-Protein Peg3/Pw1.179,  214 (Abbildung nach Reed und Ely, 2002, 
Nature Structural Biology; Auswahl von Signalwegen)
Alle im Rahmen dieser Arbeit in HCC Zellen untersuchten Substrate (T-Star, Bag-1 und β-
Catenin) wurden jedoch nach der effizienten Einzel- als auch Doppelinhibierung beider 
Ligasen nicht in ihrer Konzentration reguliert. Diese Diskrepanzen zur Literatur können auf 
verschiedene  Gründe  zurückzuführen  sein.  Zum  Einen  könnten  Organ-  und 
Zelltypspezifitäten auf molekularer Ebene vorliegen, welche die differentielle Regulation 
der Substrate in unterschiedlichen in vitro Modellsystemen durch die SIAH-Ligasen erklärt. 
Zum  Anderen  könnten  die  Abhängigkeit  von  der  subzellulären  Lokalisation  der  SIAH-
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Proteine von Bedeutung sein. In den untersuchten HCC Zelllinien sind SIAH-1 und SIAH-2 
vor allem nukleär lokalisiert. Ob dies auch bei den anderen Zelllinien der verschiedenen 
Tumorentitäten der Fall ist, wurde bisher nicht vergleichend analysiert. Da jedoch bekannt 
ist,  dass  die  differentielle  subzelluläre  Lokalisation  von  E3-Ligasen  auch  mit  der 
Veränderung des Substratspektrums einhergeht, mag dies der Grund für die beobachtete 
Substratdivergenz sein.
Basierend auf Yeast-two-hybrid Analysen wurde FIR (FBP-interacting-repressor, Synonym: 
SIAH-binding protein-1) als potentieller Interaktionspartner für SIAH-1 beschrieben. Diese 
Interaktion  zwischen  Ubiquitin-Ligasen  und  FIR  hätte  einen  direkten  Zusammenhang 
zwischen  der  nukleären  Akkumulation  von  SIAH-1  und  SIAH-2  und  potentiellen  pro-
tumorigenen  Funktionen  von  FIR  vermuten  lassen.215,  216 FIR  ist  ein  DNA-  und  RNA-
bindendes Protein, welches in verschiedene zelluläre Prozesse, wie pre-mRNA Splicing, 
der Induktion von Apoptose und transkriptioneller Regulation involviert ist.216-218 In den 
hier durchgeführten Untersuchungen konnten aber keine Effekte auf die Bioverfügbarkeit 
von FIR nach SIAH-Inhibierung beobachtet werden. Da FIR auch als Repressor der FBP-
Transkriptionsfaktorfamilie beschrieben wurde und somit eine mechanistische Verbindung 
der  SIAH-Proteine  auf  die  Bioverfügbarkeit  der  FBP-Proteinfamilie  darstellen  könnte, 
wurden auch die Mitglieder der FBP-Familie nach Inhibierung von SIAH-1 und/oder SIAH-2 
untersucht. Tatsächlich konnte eine Reduktion der FBP-Expression nach Inhibierung und 
eine signifikante Korrelation zwischen der nukleären Akkumulation von FBP-3 und SIAH-1 
als auch FBP-1 und SIAH-2 in HCCs beobachtet werden.
Die  FBP-Familienmitglieder  sind  multifunktionale  Faktoren,  die  u.a.  in  die  mRNA 
Prozessierung  involviert  sind.219,  220 Beruhend  auf  ihrer  Fähigkeit,  die  cis-Elemente 
einzelsträngiger DNA zu erkennen, fungieren FBP-Proteine auch als Transkriptionsfaktoren 
mit  Einfluss  auf  die  Zelldifferenzierung.221 Sie  wurden  als  Mitglieder  eines  ternären 
Komplexes  mit  FIR  und  FUSE  (far  upstream  sequence  element) beschrieben,  der  als 
sogenannter Mechanosensor die transkriptionelle Regulation der Expression von c-MYC 
unter  physiologischen  Bedingungen  reguliert.222,  223 Darüber  konnten  Arbeiten  aus  der 
eigenen  Arbeitsgruppe  (AG  Molekulare  Hepatopathologie)  zeigen,  dass  im  HCC  eine 
Überexpression von FBP-1 in 70% der HCCs vorliegt, was mit einer erhöhten Expression 
des mikrotubulus-destabilisierenden Proteins Stathmin (Oncoprotein 18) assoziiert ist und 
so  Tumorzellproliferation  und  Migration  induziert  (M.  Malz,  persönliche 
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Kommunikation).124 Auch  für  FBP-3  konnte  in  60%  der  HCCs  eine  Überexpression 
nachgewiesen  werden.  Funktionelle  Untersuchungen  belegen,  dass  hohe  FBP-3 
Konzentrationen  zur  Proliferationsinduktion  in  HCC-Zellen  führt,  aber  nicht  motilitäts-
steigernd ist (M. Malz, persönliche Kommunikation).
Abbildung 34: Schematische Darstellung des potentiellen SIAH-FBP-Signalweges in HCC Zellen
Möglicher  Einfluss der SIAH-Proteine auf  die FBP-Familienmitglieder  FBP-1 und FBP-3  und die 
damit  verbundene  Expressioninduktion  von  protumorigenen  Faktoren,  wie  z.B.  Stathmin.  Die 
inverse und negative Korrelation verdeutlicht, dass beide Ereignisse selten stattfinden (gestrichelte 
Linie: zwei Mechanismen, zwei Ereignisse)
Überraschenderweise war eine positive Korrelation zwischen der nukleären Akkumulation 
der SIAH-Moleküle und der Überexpression von FBP-3 zu beobachten. Dies verdeutlicht, 
dass  die  Regulation  der  FBP-Bioverfügbarkeit  nicht  über  eine  SIAH-abhängige 
Polyubiquitylierung  mit  anschließender  proteasomaler  Degradation  erfolgte.  Da  eine 
Regulation der FBPs auf mRNA- und Proteinebene festgestellt werden konnte, ist vielmehr 
von  einem  indirekten  Regulationsmechanismus  zwischen  beiden  Proteinfamilien 
auszugehen. Ein denkbarer Mechanismus stellt z.B. die SIAH-abhängige Degradation eines 
transkriptionellen Inhibitors dar, welcher direkt die Expression von FBPs moduliert. Dies 
wird durch die Effekte des Proteasominhibitor MG132 unterstützt, der zu einer Reduktion 
von FBP-1 und FBP-3 führt. Die SIAH-Ligasen würden demnach als negative Regulatoren 
auf einen oder mehrere unbekannte Faktoren wirken, welche wiederum Einfluss auf die 
FBP-1 und/oder FBP-3 Bioverfügbarkeit haben (Abb. 34).  Da hier eine sehr spezifische 
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Einflussnahme  vorliegt  (SIAH-1  reguliert  FBP-3;  SIAH-2  reguliert  FBP-1),  ist  davon 
auszugehen, dass es sich hier um zwei unabhängige Mechanismen handelt, welche ggf. 
durch zwei spezifische Faktoren vermittelt werden. Ob der Interaktionspartner FIR eine 
Rolle  bei  der Regulation der FBP-Expression über den SIAH-Signalweg spielt,  ist  bisher 
nicht  geklärt.  FIR  könnte  in  den  Ligase-Komplex  eingebunden  sein,  ohne  einer 
proteasomalen  Degradation  zu  unterliegen,  wird  aber  für  die  Vermittlung  der 
Ligasefunktion  und  damit  der  Regulation  der  FBPs  benötigt.  Dadurch  wurden  die 
Ergebnisse  der  Yeast-two-hybrid Analysen  erklärt;  FIR  ist  ein  Interaktionspartner  von 
SIAH-1, unterliegt durch die Bindung aber keinem proteasomalen Abbau. Da nachweislich 
eine  Interaktion  von  FIR  und  FBP-1  besteht, wäre  auch  die  Notwendigkeit  dieser 
Interaktion  eine  mögliche  Erklärung  für  die  indirekte  Erhöhung  der  FBP-1-
Bioverfügbarkeit. 
4.4  Die Ubiquitin-Ligasen SIAH-1 und SIAH-2 als therapeutische Zielstrukturen
Das  Ubiquitin-Proteasom-System  stellt  bereits  eine  zentrale  Zielstruktur  bei  der 
Behandlung von Tumorerkrankungen dar. Mit niedermolekularen Proteasominhibitoren, 
welche bereits bei humanen Malignomen zum Einsatz kommen oder in klinischen Studien 
sind, kann die Aktivität des Proteasoms beeinflusst werden.224 Der bekannteste und erste 
zugelassene  Proteasominhibitor  ist  Bortezomib/Velcade,  welches  bei  der  Therapie  des 
multiplen  Myeloms  zum  Einsatz  kommt.225,  226 Inzwischen  wird  die  Wirksamkeit  der 
Substanz  auch  bei  andere  Tumorentitäten  untersucht,  wie  dem  Lungenkarzinom, 
Prostatakarzinom  oder  non-Hodgkin-Lymphom.227-230 Andere  vielversprechende 
Inhibitoren,  welche  zur  Zeit  näher  untersucht  werden,  sind  z.B.  Carfilzomib  oder 
Lactacystin.231-233 Carfilzomib ist ein Epoxomicin verwandter Proteasominhibitor, der durch 
die  Bindung  das  Chymotrypsin-ähnliche  Proteasom  inhibiert.231,  232 Lactacystin  ist  eine 
Substanz,  die  aus  Streptomyces isoliert  werden  konnte  und  als  potenter 
Proteasominhibitor beschrieben wurde.233
Neben den selektiven Proteasominhibitoren, welche durch ihre Wirkung den kompletten 
proteasomalen Abbau inhibieren, gibt es Studien zu Substanzen mit anderen Spezifitäten. 
Ein Beispiel ist die Inhibierung des Ubiquitin-Aktivierungsenzyms (E1) durch PYR-41. Diese 
Substanz  ist  ein  Pyrazonderivat,  das  die  Ausbildung der  E1-Ubiquitin-Thioesterbindung 
unterdrückt  und der Anreicherung von Protein-Ubiquitin-Konjugaten vorbeugt.234 Einen 
vielversprechenden  therapeutischen  Ansatzpunkt  stellt  die  spezifische  Inhibierung  von 
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Ubiquitin-Ligasen dar.235 So wurden für die Ubiquitin-Ligase MDM2 bereits Inhibitoren in 
vorklinischen Studien, wie z.B. der „small-molecule“-Inhibitor RITA (reactivation of p53 
and induction of tumor cell apoptosis), untersucht.118, 152, 236, 237 Es konnte gezeigt werden, 
dass der Inhibitor RITA die Interaktion zwischen p53 und MDM2 unterbindet, wodurch es 
zu einer Akkumulation von p53 und zur Induktion von Apoptose kommt.238
Die therapeutische Relevanz der selektiven SIAH-Inhibierung bei der Behandlung des HCC 
wird durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstützt: die SIAH-Inhibierung führt 
zu einer verstärkten Sensibilisierung der HCC-Zellen gegenüber verschiedenen Chemothe-
rapeutika. Besonders Vinblastin, ein Vincaalkaloid, welches die Mikrotubuluspolymerisati-
on hemmt zeigte deutliche Effekte hinsichtlich der Reduktion der Tumorzellvitalität. Die 
kombinierte Behandlung (Inhibierung SIAH und Vinblastin) führte zu einer Gesamtredukti-
on der Tumorzellvitalität um 96%. Die beiden  SIAH-Ubiquitin-Ligasen könnten demnach 
eine neue, mögliche therapeutische Zielstruktur darstellen. Daher könnte die Entwicklung 
von hoch selektiven Inhibitoren, welche an SIAH-1 und/oder SIAH-2 binden, einen neuen 
therapeutischen Ansatz für die Behandlung des HCC darstellen.
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